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POVZETEK 
Odpornost bakterij je eden od glavnih javnozdravstvenih problemov. Medtem ko imamo v 
klinični uporabi že veliko spojin, ki protibakterijski učinek dosežejo tako, da zavirajo 
gradnjo peptidoglikana v kasnejših stopnjah sinteze, so začetni koraki sinteze še 
neizkoriščene tarče. Eden od teh encimov je ligaza MurA, ki katalizira prvi korak sinteze 
peptidoglikana.  
Monoamin oksidaza (MAO) je mitohondrijski encim, ki katalizira oksidativno deaminacijo 
monoaminov. V telesu se nahaja v dveh izooblikah, MAO-A in MAO-B, ki se razlikujeta v 
strukturi aktivnih mest in v substratih, ki jih razgrajujeta. V klinični uporabi je že več 
zaviralcev, ki se razlikujejo v selektivnosti in se uporabljajo v terapiji Parkinsonove, 
Alzheimerjeve in drugih nevrodegenerativnih bolezni.  
V okviru magistrske naloge smo uspešno sintetizirali osem spojin, ki predstavljajo analoga  
dveh tiazolov, ki sta imela pri predhodnem testiranju knjižnice kovalentnih fragmentov 
zaviralno aktivnost na MurA. Spojine so se razlikovale v substituentih, vezanih na tiazolni 
obroč. Pri večini sinteznih postopkov smo namesto običajnega segrevanja uporabili 
obsevanje z mikrovalovi. Sintezni postopki so vključevali elektrofilne in nukleofilne 
aromatske substitucije, Suzukijevo in Stilleovo pripajanje ter Rosenmund-von Braunovo 
sintezo.  
Predhodno sintetizirana spojina zadetek se je v encimu MurA vezala na cistein v aktivnem 
mestu. Ker ima encim MAO prav tako cistein v aktivnem mestu, smo uspešno sintetizirane 
spojine poleg ligaze MurA testirali še na humanih encimih MAO-A in MAO-B. 
Najmočnejše zaviralno delovanje na ligazo MurA kaže spojina, ki ima na tiazolni obroč 
vezan brom in piridinsko skupino. Spojina, ki ima na obroč vezano karbonitrilno in 
dimetilaminsko skupino, je najuspešnejša pri neselektivnem zaviranju obeh izooblik encima 
MAO. Najmočnejše selektivno delovanje na encim MAO-B kažeta spojini, ki imata vezano 
fenilno skupino na tiazolni obroč na mestu 2.  
Tekom dela smo preučili vpliv različnih substituentov na tiazolnem obroču na zaviranje 
encimov ligaza MurA in obeh izooblik monoamin oksidaze ter pridobili spojine, ki bodo 
izhodišče za nadaljnji razvoj tiazolov kot potencialnih zdravilnih učinkovin. 
Ključne besede: ligaze Mur, MAO, protibakterijske učinkovine, nevrodegenerativne 
bolezni, tiazoli  
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ABSTRACT 
Bacterial resistance is one of the major world health problems. While there are already many 
compounds in clinical use that work by inhibiting peptidoglycan synthesis in subsequent 
steps, the initial steps of the synthesis pathway are still unexploited targets. One of these 
enzymes is MurA ligase, which catalyzes the first step of the peptidoglycan synthesis 
pathway.  
Monoamine oxidase (MAO) is a mitochondrial enzyme that catalyzes the oxidative 
deamination of monoamines. In the body, it is present in two isoforms, MAO-A and MAO-
B, which are different in the structure of active sites and substrates that they degrade. There 
are already several inhibitors in clinical use that differ in selectivity and are used in 
treatments of Parkinson’s, Alzheimer´s and other neurodegenerative diseases.  
In this master´s thesis, we successfully synthesized eight compounds, which are analogs of 
two thiazoles that showed inhibitory activity on MurA when the library of covalent 
fragments was tested. The compounds differ in substituents bound to the thiazole ring. 
Microwave irradiation was used for most synthesis procedures instead of regular heating. 
The synthesis reactions included electrophilic and nucleophilic aromatic substitutions, 
Rosenmund-von Braun reaction, Suzuki and Stille coupling.  
The previously synthesized hit compounds bounded to cysteine in the active site of enzyme 
MurA. Because the enzyme MAO also has cysteine in the active site, the successfully 
synthesized compounds were tested for inhibitory activity of MurA ligase, human MAO-A 
and MAO-B. The strongest inhibition of MurA ligase is shown by the compound, which has 
a bromine and pyridine group attached. Compound with carbonitrile and dimethylamine 
group attached to the ring is the most successful non-selective MAO inhibitor. The strongest 
selective MAO-B inhibition is shown by the compounds, which both have a phenyl group 
attached to the thiazoles ring.  
We studied the effect of different thiazole ring substituents on inhibition of MurA ligase and 
both monoamine oxidase isoforms. Obtained compounds will represent basis for further 
development of thiazole-based compounds as potential active substances.  
Key words: Mur ligases, MAO, antibacterial agents, neurodegenerative diseases, thiazoles 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
ACN acetonitril 
ADP adenozin difosfat 
ATP adenozin trifosfat 
CDCl3  devteriran kloroform 
d dublet 
dd dublet dubleta 
DKM diklorometan 
DMF N,N-dimetilformamid 
DMSO dimetilsulfoksid 
DMSO-d6 devteriran dimetilsulfoksid 
ekv. molarni ekvivalent 
ESI ionizacija z razprševanjem v električnem polju 
FAD  flavinadenindinukleotid 
GlcNAc N-acetilglukozamin 
GTP gvanozin trifosfat 
Hex  n-heksan 
HPLC  tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
HRMS masna spektrometrija visoke ločljivosti 
Hz Hertz 
IR infrardeča spektroskopija 
J sklopitvena konstanta 
LC-MS tekočinska kromatografija z masno spektrometrijo 
m multiplet 
MAO monoamin oksidaza 
MAO-A monoamin oksidaza A 
MAO-B monoamin oksidaza B 
MF mobilna faza 
MurA UDP-N-acetilglukozamin enolpiruviltransferaza 
MurB UDP-N-acetilenolpiruvilglukozamin reduktaza 
MurC ligaza UDP-N-acetilmuramat L-alanin  
MurF ligaza UDP-N-acetilmuramoil-tripeptid D-alanil-D-alanin  
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MurG transferaza UDP-N-acetilglukozamin-N-acetilmuramil-
(pentapeptid)pirofosforil-undekaprenol N-acetilglukozamin  
MurNAc N-acetilmuraminska kislina 
MraY transferaza fosfo-N-acetilmuramoil-pentapeptid  
MS  masna spektrometrija 
NMR jedrska magnetna resonanca 
PBP penicilin vezoče beljakovine 
PEP fosfoenolpiruvat 
PG peptidoglikan 
RA rezidualna aktivnost 
s singlet 
SNAr nukleofilna aromatska substitucija 
t triplet 
THF tetrahidrofuran 
TLC tankoplastna kromatografija 
tR retencijski čas 
UDP uridin difosfat 
UDP-GlcNAc uridindifosfat-N-acetilglukozamin 
UDP-MurNAc uridindifosfat-N-acetilmuraminska kislina 
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1. UVOD 
1.1. PROTIBAKTERIJSKE UČINKOVINE  
Protibakterijska učinkovina imenujemo vsako spojino, ki zavira rast ali povzroča propad 
bakterij. Razvoj protibakterijskih učinkovin se je začel leta 1928 z odkritjem penicilina, v 
naslednjih desetletjih pa nadaljeval z odkritjem sulfonamidov, streptomicina, tetraciklinov, 
makrolidov, glikopeptidov in cefalosporinov. V 80. letih prejšnjega stoletja je razvoj zamrl 
do pojava oksazolidindionov. V tem 20 let trajajočem obdobju je zaradi pretirane uporabe 
obstoječih učinkovin, majhnega števila novo odobrenih učinkovin in nizke intenzivnosti 
njihovega razvoja, prišlo do nezmožnosti učinkovitega zdravljenja bakterijskih infekcij kot 
posledica razvoja odpornih sevov bakterij, kar postaja vsak dan večji javnozdravstveni 
problem (1, 2).  
Protibakterijske učinkovine lahko razvrščamo glede na njihove lastnosti na baktericidne in 
bakteriostatične. Baktericidne učinkovine delujejo tako, da bakterijo ubijejo, 
bakteriostatične spojine pa s svojim delovanjem preprečujejo nadaljnjo rast bakterij. 
Učinkovine lahko delimo tudi glede na njihov izvor, saj so lahko pridobljene naravno kot 
sekundarni produkti gliv, pol-sintezno z modifikacijo naravnih snovi ali sintezno. 
Učinkovine, ki delujejo na Grampozitivne in Gramnegativne bakterije označimo kot 
učinkovine s širokospektralnim delovanjem, medtem ko imenujemo tiste, ki delujejo le na 
en tip bakterij, ozkospektralne. Vsem učinkovinam pa je skupna selektivna toksičnost, to 
pomeni, da mora biti spojina visoko selektivna za svojo tarčo in imeti čim manjšo afiniteto 
do sesalskih tarč, da se izognemo poškodbam drugih tkiv (2, 3). 
Učinkovine se med seboj razlikujejo po mehanizmih delovanja. Penicilini, cefalosporini, 
monobaktami in karbapenemi sodijo med zaviralce sinteze celične stene. Bakterijska celična 
stena je drugačna od struktur, prisotnih v sesalskih celicah, prav tako pa je vitalnega pomena 
za preživetje bakterij, zato z zaviranjem sinteze lahko ustavimo nadaljnje razmnoževanje 
bakterij. Polimiksini so skupina učinkovin, ki svoje učinke kažejo kot zaviralci membranske 
funkcije. Membrana bakterij služi kot selektivno prepustna pregrada in ko je njena funkcija 
motena, jo lahko makromolekule in ioni nekontrolirano prehajajo, kar privede v motnje 
celice in njeno lizo. Sinteza proteinov je ena glavnih funkcij pri bakterijah in človeku, zato 
je na tem področju še vedno velik izziv zagotoviti dobro selektivno toksičnost učinkovine. 
V skupino zaviralcev funkcije ribosomov sodijo aminoglikozidi, makrolidi, tetraciklini, 
fenikoli in oksazolidinoni. Rifamicini in kinoloni so predstavniki zaviralcev sinteze 
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nukleinskih kislin. Zaradi razlik med encimi sinteze nukleinskih kislin prokariontskih in 
evkariontskih celic, so učinkovine uspešne pri doseganju selektivne toksičnosti (3).  
1.2. ODPORNOST BAKTERIJ 
Bakterijske okužbe, ki se ne odzivajo na protibakterijsko zdravljenje, so vsako leto 
odgovorne za vsaj 700 tisoč smrtnih izidov, od tega jih je 230 tisoč zaradi rezistentne oblike 
tuberkuloze. Število smrtnih izidov v visoko razvitih državah bi se do leta 2050 lahko 
povzpelo do 2,4 milijona, če ne bodo razviti sistemi za obvladovanje razširjanja odpornosti 
(4).  
Svetovna zdravstvena organizacija je odpornost bakterij postavila na lestvico treh 
najpomembnejših groženj javnega zdravja v 21. stoletju. Okužbe, ki jih povzročajo sevi 
bakterij, odporni na več tipov protibakterijskih učinkovin, so povezani s povečanjem 
smrtnosti v svetovnem merilu. Za nekatere protibakterijske snovi, ki izvirajo iz naravnega 
sveta, imajo bakterije razvite mehanizme, kako jih obvladati, da preživijo. Tekom razvoja 
pa so sposobne pridobiti rezistenco, ki je rezultat mutacij na kromosomih, ki so posledica 
prilagoditve na zunanje okolje (5). 
1.3. CELIČNA STENA 
Celična stena bakterijam daje obliko, odpornost proti spremenljivi zunanjosti (ionska moč, 
pH, osmolalnost) in vzdržuje rigidnost. Zaradi njene prisotnosti lahko celice rastejo in se 
delijo pod visokim osmotskim tlakom, brez nje pa bi celica v hipotoničnem okolju zaradi 
vdora velike količine vode počila. Zato so encimi, vključeni v njeno sintezo, pomembne 
tarče razvoja novih učinkovin (1, 2, 6). 
Celične stene bakterij se razlikujejo glede na vrsto bakterij. V Grampozitivnih bakterijah je 
lahko do 40 plasti peptidoglikana (PG), je bolj premrežena in debela 10 do 20 nm, kar 
zavzema okrog 50 % materiala celične stene, prisotna je tudi teihoična kislina, ki skupaj s 
PG predstavlja polianionsko mrežo, ki steni daje elastičnost, poroznost, tezno napetost in 
elektrostatske značilnosti. Gramnegativne bakterije imajo le eno ali dve plasti PG v 
periplazemskem prostoru, debeline 3 do 6 nm, ki zavzema 5 do 10 % materiala celične stene. 
Z zunanje strani jo obdaja dodatna membrana, ki vsebuje lipopolisaharide (1, 2, 6). 
1.4. PEPTIDOGLIKAN 
Peptidoglikan (PG) ali murein je glavna komponenta celične stene bakterij. Z naraščanjem 
raznovrstnosti mehanizmov antibiotične odpornosti je postal tudi razvoj novih spojin s 
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protibakterijskim delovanjem naloga z visoko prioriteto. Biokemijska pot sinteze PG je eden 
izmed najboljših virov razvoja novih protibakterijskih učinkovin (1, 2).  
Glavni strukturni gradnik PG so glikanska vlakna, ki so prečno povezana med seboj s 
krajšimi peptidi. Sestavljena so iz dveh gradnikov, ki se zaporedoma izmenjujeta, N-
acetilglukozamina (GlcNAc) in N-acetilmuraminske kisline (MurNAc), med seboj pa sta 
povezana z ß-1,4 vezmi. Na muraminski ostanek je pripet pentapeptid, ki je povezan s 
pentapeptidom druge verige. Te povezave so del makromolekulske mreže, ki se lahko upira 
osmotskemu tlaku in daje trdnost celici (7, 8). 
 
Slika 1: Biosintezna pot peptidoglikana. Z zeleno je označena vloga encima MurA, z rdečo sta označena edina zaviralca 
na trgu, ki delujeta v citoplazmi. Povzeto po (9). 
Sinteza peptidoglikana je večstopenjski proces, ki se začne v citoplazmi bakterijske celice 
(Slika 1). Prvi korak v tej sintezi je prenos enolpiruvata iz fosfoenolpiruvata (PEP) na mesto 
3 UDP-N-acetilglukozamina. To reakcijo katalizira encim MurA, produkt, ki ga dobimo je 
UDP-N-acetilglukozamin-enolpiruvat. Sledi redukcija enolpiruvata do D-laktata, ki je 
katalizirana z encimom MurB, da nastane UDP-N-acetilmuraminska kislina. Skupina štirih 
od ATP odvisnih aminokislinskih ligaz MurC - MurF katalizira postopno pripenjanje 
peptidov stranske verige na D-laktilno skupino, kar se zaključi s sintetiziranim UDP-N-
acetilmuramil pentapeptidom (2, 8, 10). Na notranji strani membrane se oblikuje lipid I, kar 
katalizira encim MraY, ki prenese topen UDP-MurNAc pentapeptid do lipidnega prenašalca 
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undekaprenil fosfat (C55-P). Encim MurG katalizira nastanek UDP-GlcNAc-MurNAc-
pentapeptida (lipid II), tako da pripne UDP-GlcNAc na muraminski del lipida I. V zadnjem 
koraku je lipid II premeščen preko membrane na zunanjo stran, kjer se kot glikanska enota 
vključi v gradnjo mreže preko reakcij transglikozilacije in transpeptidacije s pomočjo 
encimov PBP (1, 2, 10).  
1.5. ENCIMI MUR 
Ligaze Mur poimenujemo skupino encimov, ki sodelujejo v citoplazemskem delu sinteze 
bakterijske celične stene. Imajo pomembno vlogo pri tvorbi peptidoglikana. Poznamo šest 
različnih encimov, MurA do MurF, ki se med sabo razlikujejo v strukturi in namenu, vsem 
pa je skupna osnovna zgradba: N-terminalna, centralna in C-terminalna domena (2). 
Ligaze Mur uporabljajo energijo hidrolize ATP za katalizo ligacije aminokisline v 
izgrajujočo peptidno verigo. Ugotovljeno je bilo, da je 10 do 20 % primarnega zaporedja 
ATP-odvisnih ligaz MurC-F identičnega in da imajo encimi močno podobno ATP vezavno 
mesto in podoben mehanizem delovanja, delijo pa si tudi ostale strukturne fragmente. 
Podobnost vezavnih mest lahko izkoriščamo za oblikovanje zaviralcev, ki bi kot tarčo 
istočasno uporabljali več encimov (1).  
Ti encimi so odlična tarča zaradi njihovega pomena v bakterijskem preživetju. Nahajajo se 
v bakterijah, odsotni pa so v evkariontskih celicah, kar jim kot tarča daje nujno potrebno 
selektivnost. Delijo si sorodne aminokislinske regije in strukturne značilnosti ter imajo v 
popolnosti razjasnjen encimski mehanizem, kar omogoča odkrivanje z metodo rešetanja 
visoke zmogljivosti. To nam koristi pri načrtovanju spojin, ki bi lahko zavirale več encimov 
hkrati, kar bi zmanjšalo možnosti za razvoj tarčno odvisne odpornosti, ker bi se mutacije, 
potrebne za razvoj odvisnosti, morale razviti v večih tarčnih genih ene generacije bakterije 
(1).  
1.6. LIGAZA MurA  
Ligaza MurA je UDP-N-acetilglukozamin enolpiruvil transferaza, ki katalizira prenos 
enolpiruvata iz PEP na 3´-hidroksi skupno UDP-N-acetilglukozamina (UDP-GlcNAc) v 
prvem koraku sinteze PG v citoplazmi (Slika 2). Encimska aktivnost se začne z vezavo UDP-
GlcNAc v aktivno mesto encima, ki mu sledi pripenjanje PEP. Sledi prenos protona na PEP, 
ki tvori okso-ogljikov ion, ki se zatem pripne na UDP-GlcNAc, da nastane tetraedrični 
intermediat. V zadnjem delu reakcije se odcepi proton iz ogljikovega atoma, kar vodi do 
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obnovitve dvojne vezi v PEP. Korak se zaključi z izločitvijo anorganskega fosfata iz 
tetraedričnega intermediata (11, 12, 13). 
 
Slika 2: Citoplazemski korak biosinteze peptidoglikana, ki ga katalizira encim MurA. PEP – fosfoenolpiruvat. S puščico je 
označena hidroksi skupina, kamor se prenese enolpiruvat. Povzeto po (12).  
V študijah mutageneze encima MurA so potrdili, da so nekatere aminokisline esencialne za 
encimsko aktivnost. Lizin 22 je ključen v tvorbi kovalentnih aduktov PEP in fosfomicina. 
Cistein 115 in asparaginska kislina 305 sta udeležena pri odstranitvi produkta iz katalitskega 
mesta in deprotonaciji ogljikovega atoma. Asparaginska kislina 369 in levcin 370 imata 
vlogo pri interakciji s fosfomicinom (13). 
 
Slika 3: Tridimenzionalna struktura odprtega in praznega encima MurA. Z modro in zeleno barvo sta prikazani glavni 
domeni, z rdečo barvo je prikazana zanka. Povzeto po (14). 
Struktura encima MurA je sestavljena iz dveh globularnih domen, ki sta povezani z dvema 
vezema, med njima pa se nahaja aktivno mesto (Slika 3). Prva domena vsebuje katalitsko 
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mesto cistein 115, sestavljajo pa jo aminokisline 22-229, druga domena pa vsebuje 
aminokisline 1-21 in 230-419. Oblika obeh domen je zelo podobna, tri vzporedne notranje 
α-vijačnice, ki jih obdajajo dodatne tri α-vijačnice in tri ß-plošče. Celoten proteinski žep je 
po strukturi podoben tistemu, ki ga vsebuje encim 5-enolpiruvilšikimat-fosfat sintaza, ki je 
ob MurA edina znana enolpiruvatna transferaza. Katalitsko mesto ligaze MurA se nahaja v 
globoki votlini med obema globularnima domenama. Uridinski obroč UDP-GlcNAc je 
stisnjen med dva hidrofobna prostora, ki ga ustvarjata arginin na mestu 120 in prolin na 
mestu 121 na eni strani ter levcin na mestu 124 na drugi strani. Te interakcije, skupaj z 
vodikovimi vezmi, ki vključujejo dušikov in kisikov atom uridinskega obroča, nudijo dobro 
specifičnost za vezavo. Raziskave molekulske dinamike so pokazale, da se aktivno mesto 
encima ob vezavi substratov prekrije s premično površinsko zanko, na kateri se nahaja 
cistein. Vezava prvega substrata, UDP-GlcNAc, povzroči konformacijsko spremembo 
površinske zanke. Zaprta oblika je ključna za katalizo, ker dovolj približa cistein in PEP, da 
se začne reakcija (8, 12, 13). 
1.7. ZAVIRALCI ENCIMA MurA 
Veliko protibakterijskih učinkovin v klinični rabi deluje tako, da zavirajo gradnjo 
peptidoglikana v kasnejših stopnjah sinteze. Zgodnejše stopnje sinteze, z izjemo fosfomicina 
in D-cikloserina, nimajo nobenega klinično dostopnega zaviralca, kar jih dela še 
neizkoriščen vir. Od sredine 90. let je bilo predstavljenih že kar nekaj spojin z zaviralnim 
delovanjem na encime skupine Mur, a nobena tekom razvoja ni prišla do stopnje kliničnega 
testiranja. Raznovrsten nabor spojin kaže zaviralni učinek proti encimu MurA v 
mikromolarnih koncentracijah, a potrebne so še nadaljnje optimizacije za izboljšanje 
njihovih aktivnosti in lastnosti (8, 12). 
1.7.1. FOSFOMICIN 
Fosfomicin je poleg D-cikloserina edina učinkovina v klinični uporabi, ki zavira sintezo 
peptidoglikana v citoplazemski stopnji. Aktivnost encima MurA zavira s pomočjo 
oponašanja PEP. Encim zavira ireverzibilno s kovalentno vezavo cisteina v aktivnem mestu. 
Močno se veže med encim in UDP-GlcNAc in tvori vodikove vezi z različnimi segmenti 
polipeptidne verige. Inhibicija je časovno odvisna in je okrepljena v prisotnosti substrata 
UDP-GlcNAc (Slika 4) (8, 12).  
Fosfomicin je širokospektralna protibakterijska učinkovina, uporablja se kot zdravilo izbora 
za zdravljenje pediatričnih gastrointestinalnih infekcij, ki so posledica okužbe s šiga 
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toksinom, ki ga proizvaja Escherichia coli. Zgodnja aplikacija zdravila je ključna za 
učinkovito zdravljenje. Prav tako sodi med zdravila prvega izbora za zdravljenje bakterijskih 
okužb urinarnega trakta (12). 
 
Slika 4: Vezava fosfomicina v aktivno mesto encima MurA; prirejeno po (8) 
Nekatere patogene bakterije so odporne na fosfomicin, ker imajo v aktivnem mestu 
aminokislino cistein zamenjamo z asparaginsko kislino in tako vezava učinkovine ni 
mogoča. Te bakterije so Mycobacterium tuberculosis, Clamydia trachomatis in Borrelia 
burgdorferi. Fosfomicin vstopa v bakterijsko celico z aktivnim transportom skozi sistema 
privzema L-α-glicerofosfat in glukoza-6-fosfat. Bakterijski sevi lahko razvijejo odpornost 
na fosfomicin, tako da zmanjšajo privzem fosfomicina v celico z zmanjšano afiniteto 
transportnih sistemov ali s pretirano proizvodnjo encima MurA (8, 15). 
1.7.2. ZAVIRALCI V RAZVOJU 
Raziskovalci so tekom let pridobili spojine, ki izkazujejo protibakterijsko aktivnost z 
zaviralnim delovanjem na različne seve bakterij, a nobena spojina še ni prestala vseh faz 
razvoja. V preučevanju so spojine z različnimi strukturnimi komponentami, v razvoju so 
spojine ciklični disulfidi, purinski analogi, pirazolopirimidin, benzotioksalonski, imidazolni, 
aminotetralonski, kinazolinonski in seskviterpenski derivati ter derivati 
sulfoniloksiantranilne kisline (Slika 5) (2, 8, 11). 
 
Slika 5: Strukture nekaterih zaviralcev, objavljenih po letu 2010. Povzeto po (12). 
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Molekule, predstavljene na sliki 5, kažejo zaviralno delovanje v mikromolarnih 
koncentracijah in protibakterijsko aktivnost, so zaviralci, objavljeni po letu 2010. Kljub 
vzpodbudnim začetkom, bodo potrebovali nadaljnjo optimizacijo za izboljšanje lastnosti in 
aktivnosti (12).  
1.8. MONOAMIN OKSIDAZA 
Monoamin oksidaza (MAO) je membranski encim, ki katalizira oksidativno deaminacijo 
monoaminov v aldehid, kot stranski produkt pa nastajata vodikov peroksid in amin. Substrati 
encima so živčni prenašalci, njihova hitra razgradnja pa je pomembna za pravilno delovanje 
sinaptičnega živčnega prenosa. MAO je tarča v terapiji nevropsihiatričnih motenj, saj preko 
živčnih prenašalcev skrbi za uravnavanje čustev ter kontrolo motornih, zaznavnih in 
kognitivnih funkcij (16, 17). Prav tako deluje kot metabolna prepreka, saj preprečuje vstop 
eksogenih monoaminov iz prebavnega trakta v sistemski obtok, v žilah krvno-možganske 
pregrade pa preprečuje vstop v možgane. Spada med flavoencime, ki imajo v svoji strukturi 
kot kofaktor vezan flavinadenindinukleotid (FAD). Predstavlja edini redoks kofaktor v 
encimu in je ključen za njegovo katalitsko delovanje. Na encim je kovalentno vezan s 
tioeterno vezjo med cisteinom pentapeptidnega zaporedja Ser-Gly-Gly-Cys-Tyr in 8α-
metilno skupino izoaloksazinskega obroča (Slika 6). Ob njem se nahaja aromatska kletka, ki 
jo ustvarjata aromatski stranski verigi dveh tirozinov. Ta struktura polarizira samski 
elektronski par na aminskem substratu pred oksidacijo do imina (16, 18, 19). 
 
Slika 6: Vezava FAD na pentapeptidno zaporedje encima. Z rdečo je označena tioeterna vez. Povzeto po (17). 
Encim MAO je prisoten v dveh izoblikah, MAO-A in MAO-B. Kodirajo ju različni geni na 
kromosomu X. Kljub temu, da imata encima 70 % enakega aminokislinskega zaporedja, se 
razlikujeta v strukturi aktivnega mesta, substratni specifičnosti in občutljivosti na zaviralce 
(16, 18). Nekateri živčni prenašalci imajo večjo afiniteto do ene od izooblik encima MAO. 
Tako se serotonin, noradrenalin in adrenalin primarno deaminirajo z izoobliko MAO-A, 
medtem ko se feniletilamin in benzilamin deaminirata z MAO-B. Dopamin, tiramin in 
triptamin se enakovredno razgrajujejo z obema oblikama. Encim je prisoten v večini tkiv. 
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Periferna tkiva so bogatejša z izoobliko A, ki prevladuje v gastrointestinalnem traktu, 
placenti in srcu, medtem ko izooblika B prevladuje v možganskih celicah, celicah žil krvno-
možganske pregrade in trombocitih (20, 21). 
MAO se nahaja na zunanji membrani mitohondrija in se veže v fosfolipidni dvosloj s C-
terminalno α-vijačnico, ki ima nepolarno površino in z membrano tvori hidrofobne 
interakcije, kar olajša vstavitev v fosfolipidni dvosloj (Slika 8). Podatki o elektronski gostoti 
kažejo, da so na tem delu proteina prisotne tudi regije s pozitivnim nabojem, ki z negativno 
nabito površino membrane tvorijo elektrostatske interakcije (16). 
Reakcija delovanja encima je razdeljena na tri dele. V prvem delu se substrat oksidira s 
prenosom vodika na kofaktor FAD, da dobimo imin in reducirano obliko encima. Imin se 
nato hidrolizira v aldehid, kot stranski produkt nastane amonijak pri primarnih monoaminih 
ali substituiran amin pri sekundarnih monoaminih. Reduciran encim se ponovno oksidira s 
prenosom vodika na molekulo kisika, da nastane vodikov peroksid (Slika 7) (21). 
 
Slika 7: Reakcijska pot katalize, povzeto po (19). 
Nastali vodikov peroksid je vir kisikovih reaktivnih zvrsti in oksidativnih poškodb pri 
nevrodegenerativnih in srčno-žilnih boleznih. V možganih reagira z železovimi Fe2+ ioni in 
ustvarja visoko reaktivne kisikove zvrsti, ki lahko poškodujejo vse biološke molekule. 
Nastali aldehidi se oksidirajo z encimom aldehid dehidrogenaza. Kjer je količina tega encima 
nezadostna, lahko pride do poškodb tkiv, ki jih povzročajo nakopičeni aldehidi. Primer 
takega tkiva je substanca nigra (črna substanca) v možganih ljudi s Parkinsonovo boleznijo 
(21). 
 
 
10 
 
1.8.1. STRUKTURA IN AKTIVNO MESTO  
Struktura encima se deli na štiri dele: ADP vezavno enoto, vezavno enoto za substrat, mesto 
za kovalentno vezavo FAD in C-terminalni del za transmembransko vezavo. Substrat vstopi 
v aktivno mesto v bližini α-vijačnice, s katero je encim vgrajen v membrano mitohondrija. 
Elektrostatsko negativna membrana olajša privzem elektrostatsko pozitivnim substratom z 
aminsko strukturo (17, 19). 
 
Slika 8: Struktura humanega MAO-A encima v kompleksu s harminom (levo) in struktura humanega MAO-B encima v 
kompleksu s pargilinom (desno), povzeto po (18). 
Aktivno mesto obdajajo AK, ki s svojimi alifatskimi ali aromatskimi stranskimi verigami 
ustvarijo hidrofobno okolje in AK, ki tvorijo vodikove vezi na različnih položajih aktivnega 
mesta za vezavo substrata. Njegova struktura je določena z zanko na vhodu, ki omogoča 
substratom vstop v aktivno mesto in z zaporedjem AK, ki določajo obliko votline. Aktivno 
mesto vsebuje aromatski prostor za vezavo aromatskega dela substrata, ki ga ustvarita 
paralelno zloženi stranski verigi dveh tirozinov. Tako kot ostali flovoencimi, tudi MAO 
vsebuje lizin, ki se nahaja nad flavinom in je preko vodikove vezi povezan z molekulo vode, 
ki predstavlja vezavno mesto za kisik v procesu ponovne oksidacije FAD (16, 18). 
1.8.2. MONOAMIN OKSIDAZA A 
MAO-A je dolga 527 AK. Kristalizira v monomerni obliki, na membrano pa je vezana v 
obliki dimera. Aktivno mesto je zgrajeno iz enotne široke votline velikosti 550 Å3, ki vsebuje 
funkcijsko pomembno proteinsko zanko na vhodu. Aktivno mesto je sposobno spreminjati 
svojo konformacijo glede na vezan substrat. Ker je vezavno mesto za aromate širše v 
primerjavi z MAO-B, lahko izooblika MAO-A sprejme večje spojine. Tako se serotonin, ki 
vsebuje hidrofoben aromatski obroč in se ne nahaja v iztegnjeni konformaciji, lažje veže v 
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aktivno mesto izooblike A. Pomembno vlogo za vstop substratov v aktivno mesto encima 
ima glicin, ki daje fleksibilnost zanki, ki zagotavlja dostop (16, 17, 18). 
1.8.3. MONOAMIN OKSIDAZA B 
Izooblika MAO-B je dimerna in sestavljena iz 520 AK. Rigidno aktivno mesto je 
podolgovate oblike in razdeljeno na dva dela. Prvi del predstavlja vstopna votlina velikosti 
290 Å3, drugi del pa substratna votlina velikosti 400 Å3. Za vstop substrata v aktivno mesto 
mora zanka na vhodu spremeniti svojo konformacijo, na prehodu v drugi del aktivnega mesta 
pa se nahaja izolevcin, ki skupaj z bližnjim tirozinom pomembno prispeva k substratni 
specifičnosti. Spojine, ki se vežejo v aktivno mesto v taki konformaciji, da zasedajo obe 
votlini, imajo močnejšo vezavo in višjo stopnjo MAO-B specifičnosti (16, 18). 
1.9. TERAPEVTSKA UPORABA 
Terapevtsko uporabo MAO zaviralcev lahko razdelimo v dve skupini. Selektivni MAO-A 
zaviralci so v uporabi za terapijo depresije in anksioznih motenj, medtem ko imajo MAO-B 
selektivni zaviralci vlogo v nevrodegenerativnih boleznih, kot je Parkinsonova bolezen (17). 
1.9.1. PARKINSONOVA BOLEZEN  
Parkinsonova bolezen je kronična nevrodegenerativna bolezen nepoznane etiologije, ki 
prizadene predvsem telesno motoriko. Najbolj opazni znaki so nezmožnost izvajanja hotenih 
gibov, upočasnjeno izvajanju gibov, tresenje v mirovanju in motnje telesne drže. Bolezen 
nastane zaradi prekinjenega dopaminergičnega prenosa v striatumu kot posledica propadanja 
dopaminskih nevronov. Pri encimski razgradnji dopamina že v fizioloških razmerah 
nastajajo reaktivne kisikove zvrsti, ob pospešenem propadanju pri Parkinsonovi bolezni pa 
je ta oksidativni stres, ki ga povzročajo radikali, še izrazitejši (21, 23). Zaviralci MAO-B 
delujejo protektivno prek zmanjšane količine vodikovega peroksida in aldehidov, ki 
povzročajo živčne poškodbe, če se iz možganov ne odstranijo. Možganske celice imajo višjo 
aktivnost encima MAO-B in kljub temu, da dopamin enakovredno metabolizirata obe 
izoobliki, se v terapiji uporabljajo selektivni MAO-B zaviralci. Običajno se uporabljajo kot 
dodatek L-DOPI ali antiholinergikom. Bolezni ne zdravijo, ampak upočasnijo njeno 
napredovanje (24). 
1.9.2. ALZHEIMERJEVA BOLEZEN 
Alzheimerjeva bolezen je kronična napredujoča nevrodegenerativna bolezen, pri kateri so v 
ospredju znaki demence. Najočitnejši znak je izguba spomina, spremljajo pa jo tudi motnje 
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drugih kognitivnih funkcij (prepoznavanje, pogovorna sposobnost, pozornost, razumska 
presoja) in nevropsihiatrični simptomi. Bolezen zaznamuje atrofija možganskih vijug, pojav 
amiloidnih leh, odmiranju nevronov pa sledi pojavljanje nevrofibrilarnih pentelj (23). 
Pomembno vlogo pri razvoju bolezni imajo oksidativni stres in povišane koncentracije 
kovinskih ionov. Nivo dopamina, noradrenalina in serotonina v bolnikov je zaradi izgube 
holinergičnih živčnih celic zmanjšan. Povišana aktivnost MAO-B v možganih je kriva za 
nastajanje večjih količin reaktivnih kisikovih zvrsti, ki povzročajo oksidativni stres. Z 
zdravljenjem z zaviralci MAO-B se zmanjša nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti, kar 
upočasni napredovanje bolezni. Rezultati raziskav kažejo, da zaviralci MAO lahko 
izboljšajo kognitivne pomanjkljivosti in zavrejo nadaljnji razvoj amiloidnih ß peptidov (17, 
24, 25). 
1.9.3. DEPRESIJA 
Depresija je najpogostejša duševna bolezen, ki se kaže z motnjami v razpoloženju, do katerih 
naj bi prišlo zaradi prenizkih koncentracij živčnih prenašalcev v sinaptičnih špranjah. 
Antidepresivne lastnosti zaviralcev MAO izhajajo iz zaviranja encima v centralnem živčnem 
sistemu, kar vodi do povišanih ravni dopamina, noradrenalina in serotonina. V uporabi so 
ireverzibilni neselektivni, pa tudi reverzibilni zaviralci. Reverzibilni MAO-A zaviralci so še 
posebno učinkoviti pri terapiji depresije pri starejših pacientih (17, 24). 
1.9.4. DRUGE BOLEZNI 
Ostale nevrodegenerativne bolezni, kot sta Huntingtonova bolezen in amiotropna lateralna 
skleroza si z Parkinsonovo in Alzheimerjevo boleznijo delijo nekatere patogene lastnosti, 
kot so oksidativni stres, kopičenje železa, ekscitotoksičnost in vnetni procesi. V raziskavah 
so dokazali učinkovitost razagilina pri zdravljenju amiotropne lateralne skleroze, selegilin 
pa se je izkazal za učinkovitega v kombinaciji s selektivnimi zaviralci ponovnega privzema 
serotonina v terapiji Huntingtonove bolezni (24). Ker zaviralci MAO zmanjšajo nastajanje 
vodikovega peroksida, ki je vir hidroksilnih radikalov, bi v prihodnosti lahko imeli vlogo pri 
izboljšanju srčne funkcije pacientov s postopnim srčnim popuščanjem, pri obvladovanju 
izidov možganske kapi in poškodb drugih tkiv, povezanih z oksidativnim stresom (24, 25). 
Tudi pri razvoju zdravljenja nekaterih vrst rakov bodo imeli zaviralci MAO svojo vlogo, saj 
je količina MAO-A povišana v nekaterih vrstah rakavih tkiv in bi zaviranje encima skupaj z 
ostalimi oblikami zdravljenja lahko vplivalo na rast, migracijo in invazivnost rakavih celic 
(21). Vlogo zaviralcev raziskujejo tudi pri opuščanju kajenja, saj imajo kadilci zmanjšano 
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aktivnost MAO-B. Z njenim zaviranjem bi lahko dosegli dvig količine sinaptičnih 
monoaminov in tako oponašali učinke, ki jih povzroča kajenje (25).  
1.10. ZAVIRALCI MAO 
Zaviralci MAO delujejo tako, da s svojo vezavo na encim preprečijo vezavo substratom in 
tako onemogočijo encimu njegovo delovanje. Prvotni zaviralci so se na encim vezali 
ireverzibilno, tako da je bil encim deaktiviran, dokler ni bil nadomeščen z novim. Novejši 
zaviralci večinoma delujejo reverzibilno (20). 
1.10.1.NESELEKTIVNI ZAVIRALCI 
Prvi zaviralci MAO so bili ireverzibilni in neselektivni, najpomembnejši predstavniki so 
iproniazid, izokarboksazid, tranilcipromin in fenelzin (Slika 9). Uporabljeni so v terapiji 
depresije, vendar so zaradi neželenih stranskih učinkov, kot je hipertenzivna kriza, 
učinkovine drugega izbora. Kljub neselektivnosti je antidepresiven učinek posledica 
zaviranja MAO-A (25, 26). 
 
Slika 9: Struktura izbranih neselektivnih zaviralcev MAO 
1.10.2. SELEKTIVNI ZAVIRALCI  
Reverzibilni selektivni zaviralci MOA-A, kot sta moklobemid in toloksaton, so učinkovitejši 
in varnejši kot neselektivni pri terapiji depresije. Delujejo prek povišanja količin serotonina 
v sinaptični špranji in ne povzročajo hipertenzije (Slika 10) (20, 22, 26).  
 
Slika 10: Struktura izbranih zaviralcev MAO-A 
Selektivni zaviralci MAO-B se uporabljajo skupaj z L-DOPO za zdravljenje Parkinsonove 
bolezni, tako da z zaviranjem razgradnje ohranjajo zalogo dopamina v možganih. Zaradi 
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nevroprotektivnega delovanja so priporočeni tudi pri Huntingtonovi in Alzheimerjevi 
bolezni. Najbolj znani predstavniki so selegilin, razagilin in safinamid (Slika 11) (22, 25). 
 
Slika 11: Struktura izbranih zaviralcev MAO-B 
1.11. KOVALENTNI ZAVIRALCI  
Učinkovine, ki se kovalentno vežejo na biološke tarče in nudijo številne terapevtske 
prednosti, so že dolgo časa prisotne v razvoju zdravil. V prihodnosti bi njihova visoka 
učinkovitost in podaljšan učinek lahko privedel do manj pogostih odmerjanj, manjših 
odmerkov in s tem manj neželenih učinkov (27). 
Majhna molekula je pri kovalentnem zaviranju ustvarjena zato, da se z beljakovino poveže 
ireverzibilno. Cilj raziskovalcev je, da bi kovalentni zaviralci v daljšem časovnem obdobju 
jemanja dosegli popolno nevtralizacijo biomolekulskih tarč, ki jih zasedajo. Njihova vezava 
lahko premosti kompetitivnost endogenih substratov, ki se vežejo na ista aktivna mesta. 
Njihove slabosti so potencialna tveganja za idiosinkratsko toksičnost, imunsko pogojeno 
hipersenzitivnost, hepatotoksičnost, kancerogenost ali mutagenost. Poleg tega pogosto 
tvorijo reaktivne metabolite, zaradi nespecifičnih vezav na proteine pa so pogosto vzrok za 
neželene učinke (27, 28). 
Prva molekula, ki je delovala po mehanizmu kovalentne vezave je bila molekula aspirina, ki 
ireverzibilno zavira ciklooksigenazo. Še druge znane spojine so penicilini, cefalosporini in 
fosfomicin v terapiji infekcijskih bolezni, pa tudi predzdravila, katerih metaboliti so vezani 
kovalentno: omeprazol in lansoprazol v terapiji peptične razjede, rivastigmin za terapijo 
demence in klopidogrel kot zaviralec agregacije trombocitov (27). 
Kovalentni zaviralci so običajno visoko afinitetne spojine, ki selektivno zavirajo delovanje 
tarčne beljakovine tako, da se z njo kovalentno povežejo prek nukleofilne stranske verige 
aminokisline. Ta skupina je največkrat cistein, pojavljajo pa se tudi stranske skupine drugih 
AK. Pomembnost cisteina kot tarče je v tem, da se v človeškem proteomu redko pojavlja in 
zato nudi enostavnejšo selektivnost. Tiolna skupina cisteina je s svojo elektronsko gostoto 
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in polarizabilnostjo zelo reaktivna in je zato lahka tarča za napad s šibkejšimi elektrofilnimi 
ligandi, ki bodo izzvali manj neželenih učinkov (28). 
Kovalentna vez je dolgoročna, njen učinek pa je izražen, dokler se tarčni protein ne 
nadomesti z novim. Ireverzibilni zaviralci lahko teoretično dosežejo popolno nevtralizacijo 
izbrane tarče v zadostnem času. Tako njihovega učinka ne vrednotimo z uporabo vrednosti 
IC50, ampak s konstanto inaktivacije (kinact), ki upošteva hitrost inaktivacije tarče (27). 
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2. NAČRT DELA 
Cilj magistrskega dela je sinteza tiazolnih spojin in ovrednotenje njihovega potencialnega 
zaviralnega delovanja na encime ligaza MurA in MAO. V predhodnih testiranjih knjižnice 
kovalentnih fragmentov so na Fakulteti za farmacijo, Univerze v Ljubljani odkrili spojini a 
in b, ki sta kazali aktivnost na encimu ligaza MurA v nizki mikromolekularni koncentraciji 
(Slika 12).  
  
IC50(S. Aureus) = 55 μM 
IC50(E. Coli) = 77 μM 
IC50(S. Aureus) = 73 μM 
IC50(E. Coli) = 21 μM 
Slika 12: Spojini vodnici 
Izhajali bomo iz teh dveh zadetkov in uvedli različne substituente na mestih 2, 4 in 5 
tiazolnega obroča in tako preverili, kako modifikacije velikosti, položaja in elektronske 
gostote vezanih skupin vplivajo na aktivnost spojine. Sintetizirali bomo tudi primer 
trisubstituirane spojine (Slika 13).  
 
 
Slika 13: Načrtovani substituenti 
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Encima ligaza MurA in MAO imata oba v aktivnem mestu AK cistein, zato bomo spojini 
testirali na oba encima in tako tudi preverili selektivnost spojin. Kljub temu, da oba encima 
vsebujeta cistein, pa sta si njuni aktivni mesti po strukturi povsem različni. Naravni substrat 
MurA je PEP, ki je kisla spojina. V aktivnem mestu so prisotne polarne AK z bazičnimi 
stranskimi verigami, ki olajšajo vezavo substrata. Nasprotno pa je aktivno mesto MAO 
sestavljeno iz nevtralnih AK, ki ustvarjajo nepolarno okolje za vezavo monoaminskih 
substratov.  
Spojine, ki jih bomo uspešno sintetizirali, bomo ovrednotili z biokemijskim testiranjem na 
encimih MurA bakterije E. Coli ter humanima MAO-A in MAO-B. Vsem spojinam bo 
določena rezidualna aktivnost (RA), tistim z najboljšim delovanjem pa bo določena tudi 
vrednost IC50. Rezultati biokemijskega testiranja bodo osnova za primerjavo zaviralnega 
delovanja med spojinami, iz katerega bomo lahko določili vpliv substituentov.   
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1. MATERIALI 
Za sintezo in izolacijo spojin smo uporabili reagente in topila proizvajalcev Acros Organics, 
Fluka, Merck, Sigma Aldrich in Tokyo Chemical Industry (TCI). Kemikalije smo uporabljali 
brez predhodnega čiščenja.  
3.2. METODE 
3.2.1. KROMATOGRAFSKE METODE 
TANKOPLASTNA KROMATOGRAFIJA (TLC) 
Metodo tankoplastne kromatografije smo uporabljali za spremljanje poteka kemijskih 
reakcij in čiščenja produktov. Za stacionarno fazo smo uporabljali plošče Silica gel 60 F254 
proizvajalca Merck, ki imajo 0,20 mm debel nanos silikagela na aluminijastem nosilcu. Za 
mobilno fazo smo uporabljali različne kombinacije topil, ki so navedene v 
Eksperimentalnem delu pri posameznih sintezah. Za detekcijo spojin smo uporabili UV 
svetlobo (λ = 254 nm in λ = 366 nm).  
KOLONSKA KROMATOGRAFIJA 
Metoda je bila uporabljena za čiščenje produktov sintez. Za stacionarno fazo smo uporabili 
silikagel 60 z velikostjo delcev 0,004-0,063 mm proizvajalca Merck. Za mobilno fazo smo 
uporabili različne kombinacije topil, ki so navedene pri posameznih sintezah v 
Eksperimentalnem delu.  
TEKOČINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE LOČLJIVOSTI (HPLC) 
Analitsko HPLC smo uporabili za ovrednotenje čistosti končnih spojin. Analize smo opravili 
na sistemu Agilent Technologies 1100 z UV-VIS detektorjem (λ = 254 nm) in sistemu HPLC 
Dionex UltiMate 3000 z UV-VIS detektorjem (λ = 254 nm). Uporabili smo kolono Agilent 
Zorbax Extend C18 (3,5μm, 4,6 x 150 mm) in 2 mobilni fazi: 
- MF 1: 20 % ACN v 0,1-% raztopini trifluorocetne kisline v bidestilirani vodi 
- MF 2: 40 % ACN v 0,1-% raztopini trifluorocetne kisline v bidestilirani vodi.  
Volumen injiciranja je bil 5 μL, pretok pa 1,0 mL/min.  
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3.2.2 SPREKTROSKOPSKE METODE 
JEDRSKA MAGNETNA RESONANCA (NMR) 
Metodo smo uporabili za identifikacijo končnih produktov in za spremljanje poteka reakcij. 
Končnim spojinam smo posneli 1H-NMR in 13C-NMR spektre, za spremljanje poteka reakcij 
pa le 1H-NMR spektre. Uporabili smo spektrometer Bruker Avance III 400 MHz na Fakulteti 
za farmacijo, Univerze v Ljubljani. Vzorci so bili pripravljeni z raztapljanjem v devteriranih 
topilih DMSO-d6 in CDCl3. Kot interni standard sta imeli dodan tetrametilsilan. Kemijski 
premiki (δ) so bili podani v ˝parts per million˝ (ppm), sklopitvene konstante (J) pa v hertzih 
(Hz). Za analiziranje rezultatov smo uporabili program NMRnotebook 2.70, proizvajalca 
NMRTEC, Francija.  
INFRARDEČA SPEKTROMETRIJA (IR) 
IR spektre smo posneli na spektrometru Nicolet Nexus 470 FT-IR na Fakulteti za farmacijo, 
Univerze v Ljubljani. Uporabljena je bila tehnika ATR. 
MASNA SPEKTROMETRIJA VISOKE LOČLJIVOSTI (HRMS) 
Metodo smo uporabili za natančno določitev molekulske mase končnih spojin. Masne 
spektre smo posneli na masnem spektrometru ExactiveTM Plus Orbitrap z metodo ionizacije 
z razprševanjem v električnem polju (ESI) na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani.  
3.2.3. DOLOČEVANJE TALILNEGA INTERVALA 
Za določanje temperatur tališča končnih spojin smo uporabili mikroskop Cambridge 
Instruments z grelno ploščo Reichert. Vrednosti niso korigirane.  
3.2.4. RAČUNALNIŠKI PROGRAMI ZA RISANJE IN POIMENOVANJE SPOJIN 
Za risanje in poimenovanje spojin smo uporabili program ChemDraw Professional 16.0 
proizvajalca PerkinElmer Inc., ZDA. Za iskanje sinteznih postopkov po podatkovnih bazah 
je bil uporabljen program SciFinder.  
3.2.5. BIOKEMIJSKO TESTIRANJE 
Končnim spojinam smo biokemijsko določili zaviralno aktivnost na encime MurA, MAO-
A in MAO-B. 
TESTIRANJE ZAVIRALCEV ENCIMA MurA  
Zaviralno delovanje sintetiziranih spojin na ligazo MurA, izolirano iz bakterije E. coli smo 
spremljali preko nastalega fosfata pri reakciji med UDP-GlcNAc in PEP z MurA. Količina 
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sproščenega fosfata je bila določena z dodatkom reagenta, ki vsebuje barvilo malahit zeleno. 
Reagent tvori obarvan kompleks s sproščenim fosfatom, ki smo ga določili 
spektrofotometrično (λ = 650 nm). Katalitska aktivnost in množina sproščenega fosfata sta 
sorazmerni.  
Encim MurA, pridobljen iz bakterije E. coli smo inkubirali skupaj s substratom UDP-
GlcNAc in izbrano spojino. Reakcijo smo začeli z dodatkom še drugega substrata, PEP do 
končne mešanice z volumnom 50 μL. Vzorec je vseboval 50 mM pufra Hepes (pH 7.8), 
0.005 % Triton X-114, 200 μM UDP-GlcNAc, 100 μM PEP, očiščen encim MurA, 
raztopljen v 50 mM pufra Hepes (pH 7.8) in 500 μM posamezne testirane spojine. Vzorec 
smo inkubirali 15 minut pri temperaturi 37 °C, nato pa dodali 100 μL reagenta Biomol® in 
po 5 minutah izmerili absorbanco pri valovni dolžini 650 nm (29).  
Dobljene rezultate smo podali v obliki rezidualne aktivnosti (RA), ki je definirana kot 
razmerje med aktivnostjo encima v prisotnosti testirane spojine in aktivnostjo encima brez 
prisotnosti testirane spojine. Vrednosti IC50 so bile določene z merjenjem RA vzorcev pri 
sedmih različnih koncentracijah testirane spojine in predstavljajo koncentracijo spojine, pri 
kateri je bila dosežena 50-% rezidualna aktivnost. 
TESTIRANJE ZAVIRALCEV ENCIMA MAO 
Vpliv končnih spojin na aktivnost encima smo določili z merjenjem spremembe v nastanku 
H2O2, ki je skupaj z dodano peroksidazo pretvoril reagent Amlpex Red v razmerju 1:1 do 
rdeče obarvanega fluorescentnega produkta. Njegovo koncentracijo smo spremljali z 
merjenjem fluorescence, ki je bila sorazmerna množini nastalega H2O2 in posledično 
aktivnosti encima. 
Za izvedbo testa smo uporabili rekombinantna humana encima MAO-A in MAO-B, 
pridobljena z izolacijo iz insektnih celic. Celice so bile okužene z rekombinantnim 
bakulovirusom, ki je vseboval vključke hMAO-A ali hMAO-B (Sigma-Aldrich). Uporabili 
smo tudi encim hrenova peroksidaza, reagent Amplex Red in p-tiramin, ki je imel vlogo 
substrata za obe izoobliki MAO. 
Končne spojine smo za testiranje pripravili tako, da smo jih raztopili v ustrezni količini 
DMSO, da smo dobili 20 mM raztopine in dodali fosfatni pufer (50 mM, pH = 7,4; dodan 
v/v Triton-114), v katerem je bila suspendirana količina hMAO-A ali hMAO-B, ki je 
potrebna, da se v eni minuti oksidira približno 165 pmol p-tiramina. Pripravljene suspenzije 
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encima s sintetiziranimi spojinami smo inkubirali na mikrotitrskih ploščicah 15 minut pri 37 
°C. Po inkubiranju smo suspenziji sprožili reakcijo z dodatkom reagentov, raztopljenih v  
fosfatnem pufru (50 mM, pH = 7,4; dodan v/v Triton-114) do končnih koncentracij 200 μM 
reagenta Amplex Red, 1U/mL hrenove peroksidaze in 1μM p-tiramina. V naslednjih 15 
minutah smo pri temperaturi 37 °C s fluorescenco (λeksitacije = 530 nm, λemisije = 590 nm) 
kvantitativno določali količino nastalega resorufina. Hkrati smo izvedli kontrolni poskus, 
kjer smo raztopine testnih spojin nadomestili s čistim DMSO, encim pa z ustrezno količino 
pufra (30). 
Rezultate meritev smo uporabili za določitev rezidualne aktivnosti (RA), ki je razmerje 
aktivnosti encima v prisotnosti in odsotnosti zaviralca. Vrednosti IC50 so bile določene z 
merjenjem RA vzorcev pri sedmih različnih koncentracijah testirane spojine in predstavljajo 
koncentracijo spojine, pri kateri je bila dosežena 50-% rezidualna aktivnost.  
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4. EKSPERIMENTALNO DELO  
Eksperimentalno delo smo razdelili v več sklopov. V prvem sklopu smo poskušali 
sintetizirati čim več 5-bromotiazolov, ki se razlikujejo v substituentu na mestu 2 v tiazolnem 
obroču. Nekatere spojine smo poskušali sintetizirati iz izhodne spojine 5-bromotiazol-2-
amin, preostale pa smo poskusili sintetizirati iz 2,5-dibromotiazola, ki smo ga deloma 
sintetizirali, deloma pa smo uporabili komercialno dostopno snov. Uspešno sintetiziranim 5-
bromotiazolom smo poskušali brom na mestu 5 zamenjati s karbonitrilno in vinilno skupino. 
V zadnjem sklopu smo želeli sintetizirati spojino s tremi substituenti (Slika 14).Vse spojine, 
ki smo jih želeli sintetizirati, so predstavljene v Tabeli I.  
 
Slika 14: Splošna shema sinteze 
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Tabela I: Seznam spojin 
5-bromotiazoli 
tiazol-5-
karbonitrili 5-viniltiazoli 4-bromotiazoli 
 
 
  
 
3 6 10 14 17 
 
 
  
4 7 11 15 
   
5 8 12 
  
9 13 
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4.1. SINTEZA 2,5-DIBROMOTIAZOLA (2) 
 
ACN (100 mL) prepihamo z argonom v 250 mL bučki in dodamo bakrov bromid (7,8 g, 35 
mmol, 1,3 ekv.) ter terc-butil nitrit (5,7 mL, 48 mmol, 1,7 ekv.). Nato dodajamo vsakih 15 
minut po četrtinah spojino 1 (5,0 g, 28 mmol). Po dodani celotni količini mešamo reakcijsko 
zmes na sobni temperaturi še 2 uri in 30 minut. Po končani reakciji prenesemo reakcijsko 
zmes v lij ločnik, dodamo destilirano vodo (100 mL) in ekstrahiramo z EtOAc (2x 50 mL). 
Organsko fazo speremo z nasičeno raztopino NaCl (50 mL), sušimo z brezvodnim Na2SO4, 
filtriramo in uparimo topilo pod znižanim tlakom. Produkt čistimo s kolonsko 
kromatografijo (MF: Hex/EtOAc = 6/1). Zbranim frakcijam uparimo topilo pod znižanim 
tlakom. Dobimo tekočino, ki se pretvori v bledo rumene kristale spojine 2, ko jo prepihamo 
z argonom.  
 
2,5-DIBROMOTIAZOL (2) 
Elementna sestava C3HBr2NS 
Molekulska masa 242,92 g/mol 
Videz bledo rumeni kristali 
Temperatura tališča 41 – 43 °C 
Izkoristek reakcije 26 % (1,77 g) 
Retencijski faktor 0,60 (MF: Hex/EtOAc = 1/1) 
1H-NMR (CDCl3, 400 MHz) δ (ppm) = 7,52 (s, 1H, Ar-H) 
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4.2. SINTEZA 5-BROMOTIAZOLOV 
 
R Oznaka spojine R Oznaka spojine 
 
3 
 
7 
 
4 
 
8 
 
5 
 
9 
 
6 
 
4.2.1. SINTEZA 4-(5-BROMOTIAZOL-2-IL)-MORFOLINA (3)  
 
Spojino 2 (1,00 g, 4,12 mmol) in morfolin (3,64 mL, 41,2 mmol, 10,0 ekv.) raztopimo v 
THF (3 mL) ter reakcijsko zmes obsevamo z mikrovalovi pri temperaturi 110 °C za 30 
minut. Reakcijsko zmes redčimo z EtOAc (50 mL) ter spiramo z nasičeno raztopino 
NaHCO3 (50 mL) in nasičeno raztopino NaCl (50 mL). Organsko fazo sušimo z brezvodnim 
Na2SO4, filtriramo in uparimo topilo pod znižanim tlakom. Z 
1H-NMR ugotovimo, da je v 
spojini še vedno prisoten morfolin, ki se ga znebimo tako, da suhi zaostanek 
prekristalitizamo v Et2O in pustimo, da se počasi ohladi. Naslednji dan odfiltriramo 
matičnico, izpadle kristale pa speremo z Et2O in sušimo pod znižanim tlakom, da dobimo 
bele kristale spojine 3. 
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4-(5-BROMOTIAZOL-2-IL)-MORFOLIN (3) 
Elementna sestava C7H9BrN2OS 
Molekulska masa 249,13 g/mol 
Videz bela snov 
Temperatura tališča 94 – 96 °C 
Izkoristek reakcije 63 % (642 mg) 
Retencijski faktor 0,16 (MF: EtOAc/Hex = 3/1) 
1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz) 
δ (ppm) = 7,24 (s, 1H, Ar-H), 3,69 (t, J = 5,1 Hz, 
4H, 2× O-CH2-CH2), 3,33 (t, J = 5,0 Hz, 4H, 2× N-
CH2-CH2) 
13C NMR (DMSO-d6, 400 MHz) 
δ (ppm) = 171,36; 140,73; 94,04; 65,27;  
47,90 
IR (ATR) 
ν (cm-1) = 2974, 2927, 2873, 2839, 1522, 1438, 
1369, 1279, 1246, 1133, 1107, 1077, 1034, 933, 
901, 839, 736, 626, 612, 545  
ESI-HRMS 
izračunana vrednost: 248,9687 
izmerjena vrednost: 248,9692 (M+H)+ 
HPLC tR = 6,663 min (99,25 % pri 254 nm, MF 1) 
 
4.2.2. POSKUS SINTEZE 4-(5-BROMOTIAZOL-2-IL)-MORFOLINA (3) 
 
Slika 15: Reakcijska shema 1: a) Et3N, EtOH; b) THF 
a) Spojini 2 (50 mg, 0,21 mmol) dodamo morfolin (22 μL, 0,25 mmol, 1,2 ekv.) in Et3N 
(60 μL, 0,43 mmol, 2,1 ekv.) ter raztopimo v EtOH (1 mL). Reakcijsko zmes postavimo 
v mikrovalovni reaktor za 1 uro pri temperaturi 100 °C, potek reakcije pa spremljamo s 
TLC (MF: Hex/EtOAc = 1/1). Ker reakcija ne poteče, postavimo reakcijsko zmes 
ponovno v mikrovalovni reaktor za 30 minut pri temperaturi 130 °C, še vedno je prisotna 
samo izhodna spojina. V reakcijsko zmes dodamo še 1 enoto morfolina (skupaj 44 μL, 
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0,50 mmol, 2,4 ekv.) in segrevamo z mikrovalovi 30 minut pri temperaturi 100 °C. S 
TLC ugotovimo da reakcija ne poteče, prisotna je samo izhodna spojina.  
b) Izhodni spojini 2 (50 mg, 0,21 mmol) dodamo morfolin (36 μL, 0,41 mmol, 2,0 ekv.) in 
raztopimo v THF (2 mL). Reakcijsko zmes postavimo v mikrovalovni reaktor na 10 
minutne intervale in postopoma višamo temperaturo: 50, 70, 90, 110, 120 in 130 °C. 
Potek reakcije spremljamo s TLC (MF: Hex/EtOAc = 3/1). Pri temperaturi 110 °C se 
pojavi oborina, za katero domnevamo da je spojina 3. Z analizo 1H-NMR potrdimo 
prisotnost produkta 3 v reakcijski zmesi.  
 
4.2.3. SINTEZA 5-BROMO-N,N-DIMETILTIAZOL-2-AMINA (4)  
 
Spojino 2 (930 mg, 3,83 mmol), dimetilamonijev klorid (3,12 g, 38,3 mmol, 10,0 ekv.) in 
kalijev karbonat ( 2,65 g, 19,14 mmol, 5,0 ekv.) damo v 100 mL bučko in raztopimo v EtOH 
(50 mL). Reakcijsko zmes segrevamo ob sočasnem mešanju čez noč na oljni kopeli pri 
temperaturi refluksa. Reakcijsko zmes prenesemo v lij ločnik in dodamo 150 mL EtOAc. 
Spiramo z vodo (2x 50 mL) in nasičeno raztopino NaCl (50 mL). Zbrane vodne faze še 
enkrat speremo z EtOAc (30 mL). Zbrane organske faze sušimo z brezvodnim Na2SO4 in 
filtriramo in pod znižanim tlakom uparimo topilo, da dobimo obarvan tekoč zaostanek, ki ga 
očistimo s kolonsko kromatografijo (MF: Hex/EtOAc = 3/1). Vzorec pripravimo tako, da ga 
redčimo z DKM (2 mL) in nanesemo na kolono. Ko zbranim frakcijam uparimo topilo, 
dobimo spojino 4 v obliki brezbarvne tekočine. 
 
5-BROMO-N,N-DIMETILTIAZOL-2-AMIN (4) 
Elementna sestava C5H7BrN2S 
Molekulska masa 207,09 g/mol 
Videz brezbarvna tekočina 
Izkoristek reakcije 20 % (171 mg) 
Retencijski faktor 0,28 (MF: Hex/EtOAc = 3/1) 
 
 
28 
 
1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz) 
δ (ppm) =7,17 (s, 1H, Ar-H), 3,00 (s, 6H, 2× N-
CH3) 
13C NMR (CDCl3, 400 MHz) δ (ppm) = 171,61; 141,03; 93,56; 40,18 
IR (ATR) 
ν (cm-1) = 3341, 2931, 2226, 2166, 2041, 1656, 
1556, 1513, 1418, 1364, 1336, 1249, 1167, 
1115, 1043, 1007, 930, 823, 737, 671, 622, 575 
ESI-HRMS 
izračunana vrednost: 206,9583 
izmerjena vrednost: 206,9586 (M+H)+ 
HPLC spojina razpada med analizo 
 
 
4.2.4. POSKUS SINTEZE 5-BROMO-N,N-DIMETILTIAZOL-2-AMINA (4)  
 
Slika 16:Reakcijska shema 2: a) (CH3)2NH+Cl-, Et3N, THF; b) (CH3)2NH+Cl-, Cs2CO3, THF; c) (CH3)2NH+Cl-, K2CO3, 
C4H802 
a) Natehtamo spojino 2 (50 mg, 0,21 mmol), ji dodamo dimetilamonijev klorid (34 mg, 
0,41 mmol, 2,0 ekv.) in Et3N (57 μL, 0,41 mmol, 2,0 ekv.) ter raztopimo v 2 mL THF. 
Reakcijsko zmes postavimo v mikrovalovni reaktor za 60 minut pri temperaturi 110 °C. 
Potek reakcije spremljamo s TLC (MF: Hex/EtOAc = 3/1). Dodamo še 10 ekvivalentov 
dimetilamonijevega klorida (skupno 342 μL, 2,4 mmol, 12,0 ekv.) in ponovno 
segrevamo v mikrovalovnem reaktorju 60 minut pri temperaturi 110 °C. Z metodama 
TLC in 1H-NMR ugotovimo, da reakcija ne poteče.  
b) Natehtamo spojino 2 (50 mg, 0,21 mmol), cezijev karbonat (335 mg, 1,03 mmol, 5,0 
ekv.) in dimetilamonijev klorid (34 mg, 0,41 mmol, 2,0 ekv.) ter raztopimo v 2 mL THF. 
Segrevamo v mikrovalovnem reaktorju 120 minut pri temperaturi 110 °C in 30 minut pri 
temperaturi 130 °C. Reakcijo spremljamo s TLC (MF: Hex/EtOAc = 3/1) in 1H-NMR. 
Produkt ne nastaja, prisotna je samo izhodna spojina. 
c) V 25 mL bučko natehtamo spojino 2 (50 mg, 0,21 mmol), kalijev karbonat (142 mg, 1,03 
mmol, 5,0 ekv.) in dimetilamonijev klorid (168 mg, 2,06 mmol, 10,0 ekv.) ter raztopimo 
 
 
29 
 
v 10 mL dioksana in segrevamo čez noč na oljni kopeli pri temperaturi refluksa. 
Spremljamo s TLC (MF: Hex/EtOAc = 3/1). Reakcija poteka z nizkim izkoristkom.  
 
4.2.5. SINTEZA 5-BROMO-2-FENILTIAZOLA (5)  
 
V 30 mL vsebniku za mikrovalovni reaktor degaziramo 10 mL THF. To storimo tako, da ga 
zapremo s septumom in nekaj sekund izsesavamo zrak, nato pa nekaj sekund vsebnik 
prepihujemo z argonom. Ta postopek nekajkrat ponovimo. V vsebnik dodamo paladijev 
acetat (42 mg, 0,19 mmol, 0,045 ekv.) in Xantphos (4,5-bis(difenilfosfino)-9,9-
dimetilksanten) (107 mg, 0,13 mmol, 0,045 ekv.) ter mešamo 5 minut pri sobni temperaturi. 
Dodamo fenilboronsko kislino (903 mg, 7,41 mmol, 1,8 ekv.), kalijev fosfat (2,62 g, 12,4 
mmol, 3,0 ekv.) in spojino 2 (1,0 g, 4,12 mmol). Reakcijsko zmes postavimo v mikrovalovni 
reaktor pri temperaturi 120 °C za 90 minut. Potek reakcije sledimo s TLC (MF: Hex/Et2O = 
9/1). Po prekinitvi reakcije zmes redčimo z EtOAc (150 mL) in spiramo z vodo (2x 50 mL). 
Organsko fazo sušimo z brezvodnim Na2SO4, filtriramo in odstranimo topilo pod znižanim 
tlakom, dobljeni produkt pa očistimo s kolonsko kromatografijo (MF: Hex/EtOAc = 9/1). 
Nekaj spojine se veže na Na2SO4, ki ga speremo z EtOAc, filtriramo in uparimo topilo pod 
znižanim tlakom. Dobimo še 234 mg surovega produkta. 
 
5-BROMO-2-FENILTIAZOL (5) 
Elementna sestava C9H6BrNS 
Molekulska masa 240,12 g/mol 
Videz bela snov 
Temperatura tališča 112 – 115 °C 
Izkoristek reakcije 19 % (186 mg) 
Retencijski faktor 0,39 (MF: Hex/E = 9/1) 
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1H NMR (CDCl3, 400 MHz) 
δ (ppm) = 7,88–7,84 (m, 2H, Ar2-H); 7,73 (s, 
1H, Ar1-H); 7,45-7,42 (m, 3H, Ar2-H)  
13C NMR (CDCl3, 400 MHz) 
δ (ppm) = 169,82; 145,10; 133,33; 130,70; 
129,33; 126,47; 108,79 
IR (ATR) 
ν (cm-1) = 3023, 1975, 1884, 1751, 1670, 1477, 
1445, 1419, 1311, 1263, 1244, 1134, 1096, 
1071, 1000, 968, 914, 850, 759, 683, 624, 531 
ESI-HRMS 
izračunana vrednost: 239,9473 
izmerjena vrednost: 239,9477 (M+H)+ 
HPLC tR = 15,205 min (99,70 % pri 254 nm, MF 2) 
 
4.2.6. POSKUS SINTEZE 5-BROMO-2-FENILTIAZOLA (5)  
 
Slika 17:Reakcijska shema 3: a) Pd(OAc)2, C39H32OP2, K3PO4, THF; b) C51H42O3Pd2, C39H32OP2, K3PO4, THF; c) 
PdCl2(PPh3)2, K2CO3, THF 
a) THF (25 mL) prepihamo z argonom v 25 mL bučki, dodamo Xantphos (3 mg, 5,2 µmol, 
0,025 ekv.) in paladijev acetat (2 mg, 5,2 µmol, 0,025 ekv.). Mešamo pri sobni 
temperaturi 5 minut, nato pa dodamo še spojino 2 (50 mg, 0,21 mmol), fenilboronsko 
kislino (27 mg, 0,22 mmol, 1,06 ekv.) in kalijev fosfat (131 mg, 0,62 mmol, 3,0 ekv.). 
Na oljni kopeli segrevamo čez noč pri temperaturi refluksa, potek reakcije pa sledimo s 
TLC (MF: Hex/EtOAc = 6/1). Produkt nastaja v majhni količini.  
b) Z argonom prepihamo 3 mL THF. Dodamo tris(dibenzilidenaceton)dipaladij (2 mg, 2,1 
µmol, 0,01 ekv.) in Xantphos (2,4 mg, 4,1 µmol, 0,02 ekv.). Mešamo 5 minut na sobni 
temperaturi, nato dodamo še spojino 2 (50 mg, 0,21 mmol), fenilboronsko kislino (26 
mg, 0,22 mmol, 1,05 ekv.) in kalijev fosfat (131 mg, 0,62 mmol, 3,0 ekv.). Reakcijsko 
zmes postavimo v mikrovalovni reaktor za 10 minut pri temperaturi 110 °C, 10 minut 
pri temperaturi 130 °C in 30 minut pri temperaturi 150 °C, reakcijo pa vseskozi 
spremljamo s TLC (MF: Hex/Et2O = 9/1). Po končanem segrevanju zaradi velikega 
števila lis čistimo s kolonsko kromatografijo (MF: Hex/Et2O = 9/1), ustreznim zbranim 
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frakcijam pa uparimo topilo. Z 1H-NMR potrdimo prisotnost spojine 5, a reakcija poteka 
z nizkim izkoristkom.  
c) V 10 mL vsebniku zmešamo 2 mL THF in 1 mL vode. Dodamo spojino 2 (50 mg, 0,21 
mmol) in prepihamo z argonom. Dodamo fenilboronsko kislino (38 mg, 0,31 mmol, 1,5 
ekv.), kalijev karbonat (85 mg, 0,62 mmol, 3,0 ekv.) in katalizator 
bis(trifenilfosfino)paladijev(II) klorid (7 mg, 0,01 mmol, 0,05 ekv.). Segrevamo 30 
minut v mikrovalovnem reaktorju pri temperaturi 130 °C in 30 minut pri temperaturi 150 
°C, potek pa spremljamo s TLC (MF: Hex/Et2O = 9/1). Produkt nastaja v majhni količini. 
 
4.2.7. SINTEZA 5-BROMO-N-(PIRIDIN-2-IL)TIAZOL-2-AMINA (6)  
 
V 30 mL vsebnik natehtamo 2-aminopiridin (542 mg, 5,8 mmol, 4,0 ekv.) in raztopimo v 
THF (7 mL). Delamo v brezvodnih pogojih. Na ledeni kopeli (0 °C) dodamo natrijev hidrid 
(60 %, 231 mg, 5,8 mmol, 4,0 ekv.), mešamo 20 minut, nato pa z mešanjem nadaljujemo na 
sobni temperaturi, dokler s prostim očesom ne vidimo, da je nastala bela homogena 
suspenzija. Mešamo še 10 minut pri temperaturi 50 °C, nato pa reakcijsko zmes postavimo 
na ledeno kopel s temperaturo -10 °C, ki jo pripravimo tako, da v posodo z ledom dodamo 
NaCl in organsko topilo metanol ter nastalo zmes premešamo. Ustreznost temperature 
preverimo s termometrom. Spojino 2 (350 mg, 1,4 mmol) raztopimo v nekaj mL 
brezvodnega THF in ga s pomočjo brizge po kapljicah dodajamo v reakcijsko zmes, ki jo 
predhodno ohladimo na -10 °C. Ko dodamo celotno količino spojine 2, reakcijsko zmes 
postopno segrevamo in mešamo 5 ur pri temperaturi 55 °C. Po končani reakciji v zmes 
dodamo 5,7 mL 1 M HCl (5,76 mmol, 4,0 ekv.). Reakcijsko zmes skoncentriramo tako, da 
uparimo THF pod znižanim tlakom, v vodni ostanek dodamo 30 mL EtOAc in filtriramo, da 
dobimo oborino. Čistimo jo s kolonsko kromatografijo (MF: Hex/EtOAc = 3/1, postopno 
zmanjšujemo do 1/1). Dobimo bele kristale spojine 6.  
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5-BROMO-N-(PIRIDIN-2-IL)TIAZOL-2-AMIN (6) 
Elementna sestava C8H6BrN3S 
Molekulska masa 256,12 g/mol 
Videz beli kristali 
Temperatura tališča 186 – 188 °C 
Izkoristek reakcije 20 % (74 mg) 
Retencijski faktor 0,20 (MF: Hex/EtOAc = 3/1) 
1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz) 
δ (ppm) = 11,53 (s, 1H, N-H); 8,30 (dd, J=5,1 
Hz, J=1,9 Hz, 1H, Ar2-H); 7,73 (ddd, J=8,4 Hz, 
J=7,3 Hz, J=1,9 Hz, 1H, Ar2-H); 7,45 (s, 1H, 
Ar1-H): 7,04 (d, J=8,4 Hz, 1H, Ar2-H); 6,96 
(dd, J=7,2 Hz, J=5,1 Hz, 1H, Ar2-H) 
13C NMR  
δ (ppm) = 159,72; 151,07; 146,18; 138,38; 
138,22; 116,33; 110,72; 98,54. 
IR (ATR) 
ν (cm-1) = 3247, 3178, 3057, 2967, 2920, 1929, 
1618, 1592, 1548, 1477, 1444, 1412, 1320, 
1235, 1217, 1145, 1097, 1045, 985, 901, 855, 
828, 761, 688, 667, 619, 516. 
ESI-HRMS 
izračunana vrednost: 255,9534 
izmerjena vrednost: : 255,9539 (M+H)+ 
HPLC tR = 12,318 min (89,00 % pri 254 nm, MF 2) 
 
4.2.8. POSKUS SINTEZE 5-BROMO-N-FENILTIAZOL-2-AMINA (7)  
 
Slika 18: Reakcijska shema 4: a) K2CO3, EtOH; b) HCl, 10 % EtOH v H2O; c) pTsOHxH2O, i-PrOH; d) t-BuOK, 
C39H32OP2, C51H42O3Pd2,, C4H8O2; e) C42H63ClNO2PPd, K2CO3, t-BuOH 
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a) V 25 mL bučko natehtamo spojino 2 (50 mg, 0,21 mmol), kalijev karbonat (142 mg, 
1,03 mmol, 5,0 ekv.) in anilin (188 µL, 2,06 mmol, 10,0 ekv.) Raztopimo v 10 mL 
EtOH in segrevamo čez noč pri temperaturi refluksa. Naslednji dan razvijemo TLC 
(MF: Hex/EtOAc = 1/1) in ugotovimo, da reakcija ne poteče, prisotna je samo 
izhodna spojina.  
b) V vsebniku pripravimo izhodno spojino 2 (50 mg, 0,21 mmol), klorovodikovo 
kislino (1M, 29 µL, 0,82 mmol, 4,0 ekv.) in anilin (28 µL, 0,41 mmol, 1,5 ekv.). 
Raztopimo v 10 % EtOH (1 mL). Segrevamo v mikrovalovnem reaktorju 10 minut 
pri temperaturi 110 °C, nato pa še 10 minut pri temperaturi 150 °C. Potek spremljamo 
s TLC (MF: Hex/EtOAc = 1/1). Nastane malo produkta, večinoma je prisotna 
izhodna spojina.  
c) V vsebniku pripravimo izhodno spojino 2 (50 mg, 0,21 mmol), para-toluensulfonsko 
kislino v obliki monohidrata (20 mg, 0,10 mmol, 0,5 ekv.) in anilin (28 µL, 0,31 
mmol, 1,5 ekv.). Raztopimo v izopropanolu (1,5 mL) in segrevamo v mikrovalovnem 
reaktorju 10 minut pri temperaturi 110 °C. Potek reakcije spremljamo s TLC 
(Hex/EtOAc = 4/1). Reakcija poteka počasi, zato zaostrimo pogoje in segrevamo z 
mikrovalovi 10 minut pri temperaturi 150 °C. S TLC sledenjem vidimo, da sta v 
reakcijski zmesi prisotni dve končni spojini, najverjetneje željeni in stranski produkt 
reakcije, prisotne je še veliko izhodne spojine.  
d) Dioksan (1 mL) v reaktorju prepihamo z argonom. Dodamo tris(dibenzilidenaceton) 
dipaladij (4 mg, 4,1 µmol, 0,020 ekv.) in 4,5-bis(difenilfosfino)-9,9-dimetilksanten 
(5 mg, 8,2 µmol, 0,040 ekv.). Mešamo 5 minut pri sobni temperaturi. Dodamo 
spojino 2 (50 mg, 0,21 mmol), anilin (28 µL, 0,31mmol, 1,5 ekv.) in kalijev terc-
butoksid (46 mg, 0,41 mmol, 2,0 ekv.). Reakcijsko zmes segrevamo v 
mikrovalovnem reaktorju 20 minut pri temperaturi 150 °C in potek sledimo s TLC 
(MF: Hex/EtOAc = 3/1). Reakcija poteče z nizkim izkoristkom, veliko je prisotne 
izhodne spojine.  
e) Terc-butanol (1 mL) prepihamo z argonom, dodamo spojino 2 (50 mg, 0,21 mmol), 
anilin (28 µL, 0,31 mmol, 1,5 ekv.), kalijev karbonat (57 mg, 0,42mmol, 2,0 ekv.) in 
kloro(2-dicikloheksilfosfino)-3,6-dimetoksi-2'-4'-6'-tri-izo-propil-1,1'-bifenil)(2-(2-
aminoetil)fenil) paladij (II) (BrettPhos Palladacycle) (1 mg, 1,0 µmol, 0,01 ekv.). 
Reakcijsko zmes segrevamo v mikrovalovnem reaktorju 15 minut pri temperaturi 90 
°C, 35 minut pri temperaturi 120 °C in 15 minut pri temperaturi 150 °C. Dodamo še 
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0,01 ekv. BrettPhos Palladacyclea (1 mg, 1,0 µmol) in segrevamo z mikrovalovi 15 
minut pri temperaturi 150 °C. Kljub poskusom izboljšanja poteka reakcije je v 
reakcijski zmesi večinoma prisotna izhodna spojina, kar potrdimo s spremljanjem 
reakcije s TLC (MF: Hex/EtOAc = 3/1). 
  
4.2.9. POSKUS SINTEZE 5-BROMO-2-(2,5-DIMETIL-1H-PIROL-1-IL)TIAZOLA (8) 
 
Slika 19:Reakcijska shema 5: a) H3COOH, C7H8; b) pTsOH x H2O, C7H8 
a) Izhodno spojino 1 (50 g, 0,28 mmol) dodamo mešanici heksan-2,5-diona (32 µL, 
0,31 mmol, 1,1 ekv.) in ocetne kisline (19 µL, 0,34 mmol, 1,2 ekv.), ki smo ju 
raztopili v toluenu (1 mL). V reakcijsko zmes dodamo še nekaj zrnc molekulskih sit. 
Segrevamo v mikrovalovnem reaktorju 60 minut pri temperaturi 130 °C in 15 minut 
pri temperaturi 150 °C, potek reakcije pa spremljamo s TLC (MF: Hex/EtOAc = 1/1). 
Po analizi z 1H-NMR potrdimo prisotnost večjega števila stranskih produktov zaradi 
večstopenjske reakcije.  
b) V vsebnik natehtamo izhodno spojino 1 (100 mg, 0,56 mmol) in jo raztopimo v 
toluenu (2 mL), dodamo heksan-2,5-dion (59 µL, 0,56 mmol, 1,0 ekv.) in para-
toluensulfonsko kislino v obliki monohidrata (10 mg, 0,56 mmol, 0,10 ekv.). 
Segrevamo v mikrovalovnem vsebniku 60 minut pri temperaturi 150 °C. Reakcijsko 
zmes raztopimo v EtOAc (50 mL) in speremo z destilirano vodo (2x 30 mL) in 
nasičeno raztopino NaCl (30 mL). Organsko fazo sušimo z brezvodnim Na2SO4, 
filtriramo in uparimo topilo pod znižanim tlakom. Produkt čistimo s kolonsko 
kromatografijo (MF: Hex/EtOAc = 6:1 postopno zmanjšujemo do 1:1) in dobimo 4 
mg produkta. Zaradi nizkega izkoristka opustimo sintezo. 
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4.2.10. POSKUS SINTEZE N-(5-BROMOTIAZOL-2-IL)ACETAMIDA (9)  
 
Slika 20: Reakcijska shema 6: b) C5H5N, DKM; c) Et3N, DMF; d) H2O 
a) Izhodno spojino 1 (50 mg, 0,28 mmol) raztopimo v acetanhidridu (233 µL, 2,5 mmol, 
8,8 ekv.). Segrevamo v mikrovalovnem reaktorju 30 minut pri temperaturi 150 °C. Potek 
reakcije preverimo s TLC (MF: Hex/EtOAc = 1/1). Reakcijsko zmes redčimo z vodo, da 
hidroliziramo presežek acetanhidrida, pustimo stati 30 minut in filtriramo nastalo 
oborino. Z 1H-NMR ugotovimo, da je spojina nečista, prav tako je izkoristek reakcije 
zanemarljiv.  
b) Spojino 1 (100 mg, 0,56 mmol) raztopimo v 25 mL bučki v diklorometanu (5 mL) in 
piridinu (1 mL) ter dodamo acetanhidrid (60 µL, 0,61 mmol, 1,1 ekv.). Reakcijsko zmes 
mešamo 2 uri in 30 minut na ledeni kopeli pri temperaturi 0 °C in 1 uro na sobni 
temperaturi. Potek reakcije sledimo s TLC (MF: Hex/EtOAc = 1/1). Z metodami LC-
MS, 1H-NMR IN TLC potrdimo prisotnost samo izhodne spojine, reakcija ne poteče. 
c) V vsebnik pripravimo spojino 1 (50 mg, 0,28 mmol) in raztopimo v DMF (1,5 mL). 
Dodamo Et3N (117 µL, 0,84 mmol, 3,0 ekv.) in acetanhidrid (58 µL, 0,62 mmol, 2,2 
ekv.). Segrevamo z mikrovalovi 20 minut pri temperaturi 90 °C. Po koncu reakcije zmes 
analiziramo z LC-MS, nobeden od prisotnih signalov ne ustreza pričakovanemu 
produktu reakcije.  
d)  Spojino 1 (1,0 g, 5,6 mmol) raztopimo v vodi (15 mL). Dodamo acetanhidrid (1,06 mL, 
11,2 mmol, 2,0 ekv.). Reakcijsko zmes postavimo v mikrovalovni reaktor za 90 minut 
pri temperaturi 90 °C. Potek reakcije sledimo s TLC (MF: Hex/EtOAc = 1/1). 
Ugotovimo, da je prisotne še veliko izhodne spojine, zato dodamo še 2 ekv. acetanhidrida 
(skupno 2,12 mL, 22,4 mmol, 4,0 ekv.). Postavimo v mikrovalovni reaktor za 15 minut 
pri temperaturi 90 °C. Med sintezo se izoborijo kristali, zato reakcijsko zmes čez noč 
postavimo v hladilnik, naslednji dan pa kristale filtriramo in posušimo z uporabo 
vakuuma. Matičnico prenesemo v lij ločnik, dodamo EtOAc (50 mL) in spiramo z vodo 
(2x 50 mL) in nasičeno raztopino NaCl (50 mL). Vodno fazo nevtraliziramo do pH 7 z 
dodajanjem 1 M NaOH in ekstrahiramo z EtOAc (2x 50 mL) in z DKM (3x 30 mL). 
Fazi, kjer je topilo DKM, uparimo topilo pod znižanim tlakom. Zaostanek čistimo s 
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kolonsko kromatografijo (MF: Hex/EtOAc = 1/1, postopno večamo polarnost). Ločene 
spojine analiziramo z metodo 1H-NMR in ugotovimo, da je produkt še vedno nečist, zato 
sintezo opustimo. 
 
  
 
 
37 
 
4.3. SINTEZA TIAZOL-5-KARBONITRILOV 
 
R Oznaka spojine R Oznaka spojine 
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4.3.1. SINTEZA 2-MORFOLINOTIAZOL-5-KARBONITRILA (10)  
 
V vsebniku združimo spojino 3 (200 mg, 0,80 mmol) in bakrov cianid (144 mg, 1,61 mmol, 
2 ekv.) in ju raztopimo v DMF (5 mL). Segrevamo v mikrovalovnem reaktorju 40 minut pri 
temperaturi 180 °C. Potek sinteze preverimo s TLC (MF: Hex/EtOAc = 1/1). Po koncu 
segrevanja prenesemo reakcijsko zmes v 50 mL bučko in vsebnik speremo z EtOAc. Topila 
uparimo pod znižanim tlakom, želimo se znebiti čim več DMF. Črn zaostanek raztopimo v 
EtOAc (30 mL) in nakisamo do pH 4 z 1 M raztopino HCl. Prenesemo v lij ločnik in spiramo 
z destilirano vodo (2x 30 mL) in nasičeno raztopino NaCl (30 mL). Vodno fazo speremo z 
20 mL EtOAc. Združene organske faze sušimo z brezvodnim Na2SO4, filtriramo in uparimo 
topilo pod znižanim tlakom. Zaostanek čistimo s kolonsko kromatografijo (MF: EtOAc/H = 
1/1). Zbranim frakcijam uparimo topilo in dobimo belo snov, spojino 10. 
 
2-MORFOLINOTIAZOL-5-KARBONITRIL (10) 
Elementna sestava C8H9N3OS 
Molekulska masa 195,24 g/mol 
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Videz bela snov 
Temperatura tališča 113 – 115 °C 
Izkoristek reakcije 47 % (74 mg) 
Retencijski faktor 0,25 (MF: Hex/EtOAc = 1/1) 
1H NMR (CDCl3, 400 MHz) 
δ (ppm) =7,71 (s, 1H, Ar-H), 3,82 (t, J = 5,0 Hz, 
4H, 2× O-CH2-CH2), 3,57 (t, J = 5,1 Hz, 4H, 2× N-
CH2-CH2) 
13C NMR (CDCl3, 400 MHz) 
δ (ppm) = 174,12; 151,70; 113,60; 93,00; 65,96; 
45,58 
IR (ATR) 
ν (cm-1) = 3102, 2965, 2916, 2872, 2209, 1772, 
1629, 1528, 1496, 1452, 1431, 1380, 1295, 1263, 
1235, 1213, 1139, 1111, 1037, 1019, 934, 902, 846, 
751, 690, 660, 630, 579, 529 
HRMS (ESI) 
izračunana vrednost: 196,0537 
izmerjena vrednost: 196,0539 (M+H)+ 
HPLC tR = 4,520 min (94,42 % pri 254 nm, MF 1) 
 
4.3.2. POSKUS SINTEZE 2-MORFOLINOTIAZOL-5-KARBONITRILA (10)  
 
Slika 21: Reakcijska shema 7: a) CuCN, DMF, refluks; b) CuCN, DMF, mw 
a) V 25 mL bučko natehtamo spojino 3 (50 mg, 201 µmol) in bakrov cianid (36 mg, 402 
µmol, 2,0 ekv.). Raztopimo v DMF (10 mL). Segrevamo pri temperaturi refluksa 48 ur. 
Potek reakcije spremljamo s TLC (MF: Hex/EtOAc = 1/1). Po zaključku reakcijsko zmes 
raztopimo v 30 mL EtOAc in speremo z destilirano vodo (2x 10 mL). Organsko fazo 
sušimo z brezvodnim Na2SO4, filtriramo in uparimo topilo. Dobimo majhno količino 
spojine 10, ki nam je v pomoč pri nadaljnji optimizaciji reakcije.  
b) V 10 mL vsebnik natehtamo spojino 3 (50 mg, 0,20 mmol) in bakrov cianid (36 mg, 0,40 
mmol, 2,0 ekv.). Raztopimo v DMF (3 mL) in segrevamo v mikrovalovnem reaktorju 30 
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minut pri temperaturi 160 °C. Potek reakcije sledimo s TLC (MF: Hex/EtOAc = 1/1). 
Ker reakcija poteka počasi, segrevamo še 30 minut pri temperaturi 180 °C. Reakcijsko 
zmes prenesemo v bučko, jo spremo z nekaj ml EtOAc in poskušamo čim bolj upariti 
topila. Zaostanek ponovno raztopimo v EtOAc in dodamo nekaj kapljic 1 M HCl. 
Organsko fazo spiramo z destilirano vodo (2x 30 mL) in nasičeno raztopino NaCl (30 
mL), sušimo z brezvodnim Na2SO4, uparimo topilo in dobimo spojino 10, ki nam služi 
v pomoč pri identifikaciji lastnosti spojine pri sintezi večje količine produkta. 
4.3.3. SINTEZA 2-DIMETILAMINOTIAZOL-5-KARBONITRILA (11)  
 
Spojino 4 (100 mg, 0,48 mmol) in bakrov cianid (87 mg, 0,97 mmol, 2,0 ekv.) združimo v 
10 mL vsebniku za mikrovalovni reaktor in raztopimo v DMF (2 mL). Reakcijsko zmes 
postavimo v mikrovalovni reaktor za 40 minut pri temperaturi 180 °C, potek sinteze pa 
spremljamo s TLC (MF: Hex/EtOAc = 1/1). Po končani reakciji vsebnik speremo z EtOAc 
in vsebino prenesemo v bučko. Pod znižanim tlakom uparimo topila, črn zaostanek 
raztopimo v EtOAc (30 mL) in dodamo 20 mL 0,05 M raztopine HCl. Usedlino filtriramo, 
matičnico pa spiramo z vodo (2x 30 mL) in nasičeno raztopino NaCl (30 mL). Organsko 
fazo sušimo z brezvodnim Na2SO4, filtriramo in uparimo topilo. Spojino čistimo z kolonsko 
kromatografijo (MF: Hex/EtOAc = 3/1 postopno spreminjamo do 1/1), zbranim frakcijam 
pa uparimo topilo pod znižanim tlakom, da dobimo belo spojino 11. 
 
2-DIMETILAMINOTIAZOL-5-KARBONITRIL (11) 
Elementna sestava C6H7N3S 
Molekulska masa 153,20 g/mol 
Videz bela snov 
Temperatura tališča 77 – 81 °C 
Izkoristek reakcije 60 % (44 mg) 
Retencijski faktor 0,24 (MF: Hex/EtOAc = 1/1) 
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1H NMR (CDCl3, 400 MHz) 
δ (ppm) =7,69 (s, 1H, Ar-H), 3,18 (s, 6H, 2× N-
CH3) 
13C NMR (CDCl3, 400 MHz) δ (ppm) = 173,89; 152,11; 114,05; 92,06; 40,64 
IR (ATR) 
ν (cm-1) = 2200, 1558, 1501, 1413, 1308, 1258, 
1065, 930, 889, 752, 636, 529 
ESI-HRMS 
izračunana vrednost: 154,0439 
izmerjena vrednost: 154,0432 (M+H)+ 
HPLC tR =4,577 min (99,31 % pri 254 nm, MF 1) 
 
4.3.4. SINTEZA 2-FENILTIAZOL-5-KARBONITRILA (12)  
 
V 10 mL vsebnik natehtamo spojino 5 (100 mg, 0,42 mmol) in bakrov cianid (75 mg, 0,83 
mmol, 2,0 ekv.) ter ju raztopimo v DMF (3 mL). Segrevamo 40 minut v mikrovalovnem 
reaktorju pri temperaturi 180 °C. Dobimo zeleno rjavo reakcijsko zmes, ki jo prenesemo v 
50 mL bučko in vsebnik speremo z EtOAc. Pod znižanim tlakom uparimo topila, črn 
zaostanek pa raztopimo v EtOAc (30 mL) in po kapljicah dodajamo 1 M HCl, dokler ta ne 
postane bele barve. Dodamo EtOAc (120 mL) in spiramo z vodo (2x 30 mL) in z nasičeno 
raztopino NaCl (30 mL). Združene vodne faze speremo z EtOAc (10 mL), združene 
organske faze pa sušimo z brezvodnim Na2SO4, filtriramo in jim pod znižanim tlakom 
uparimo topilo. Spojino čistimo s kolonsko kromatografijo (MF: Hex/EtOAc = 6/1. Zbranim 
frakcijam uparimo topilo in dobimo belo obarvan produkt 12.  
 
2-FENILTIAZOL-5-KARBONITRIL (12) 
Elementna sestava C10H6N2S 
Molekulska masa 186,23 g/mol 
Videz bela snov 
Temperatura tališča 111 – 121 °C 
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Izkoristek reakcije 86 % (67 mg) 
Retencijski faktor 0,39 (MF: Hex/EtOAc = 6/1) 
1H NMR (CDCl3, 400 MHz) 
δ (ppm) = 8,28 (s, 1H, Ar1-H); 7,98 – 7,95 (m, 2H, 
2× Ar2-H); 7,55 – 7,47 (m, 3H, 3× Ar2-H) 
13C NMR (CDCl3, 400 MHz) 
δ (ppm) = 173,79; 152,90; 143,83; 132,16; 
129,53; 127,32; 112,23; 105,48 
IR (ATR) 
ν (cm-1) = 3086, 2217, 1487, 1446, 1408, 1330, 
1312, 1243, 1150, 1098, 1070, 1027, 972, 918, 
884, 761, 686, 632, 550 
ESI-HRMS 
izračunana vrednost: 187,0326 
izmerjena vrednost: 187,0325 (M+H)+ 
HPLC tR = 9,333 min (96,29 % pri 254 nm, MF 1) 
 
4.3.5. POSKUS SINTEZE 2-(PIRIDIN-2-ILAMINO)TIAZOL-5-KARBONITRILA (13) 
 
Natehtamo izhodno spojino 6 (57 %, 175 mg, 0,39 mmol) in bakrov cianid (70 mg, 0,78 
mmol, 2,0 ekv.) ter raztopimo v DMF (2 mL). Reakcijsko zmes postavimo v mikrovalovni 
reaktor za 40 minut pri temperaturi 180 °C in potek sinteze spremljamo s TLC (MF: 
Hex/EtOAc = 3/1). Reakcijsko zmes prenesemo v bučko z nekaj mL EtOAc in poskusimo 
upariti čim več DMF. Zaostanek raztopimo v EtOAc (25 mL), dodamo nekaj mL vode in 
nakisamo z 1 M HCl. Spiramo z vodo (2x 25 mL) in nasičeno raztopino NaCl (25 mL). 
Organsko fazo sušimo z brezvodnim Na2SO4, filtriramo in uparimo topilo pod znižanim 
tlakom. Surov produkt čistimo s kolonsko kromatografijo (MF: Hex/EtOAc = 2/1, postopno 
spreminjamo do 1/1). Dobimo premalo produkta za analize.  
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4.4. SINTEZA 5-VINILTIAZOLOV 
 
R Oznaka spojine 
 
14 
 
15 
 
4.4.1. POSKUS SINTEZE 4-(5-VINILTIAZOL-2-IL)MORFOLINA (14)  
 
V vsebniku združimo izhodno spojino 3 (200 mg, 0,8 mmol), katalizator 
tetrakis(trifenilfosfin)paladij (19 mg, 0,016 mmol, 0,02 ekv.), litijev klorid (41 mg, 0,96 
mmol, 1,2 ekv.) in tributilvinilstanan (257 µL, 0,88 mmol, 1,1 ekv.) ter jih raztopimo v THF 
(2 mL). Segrevamo v mikrovalovnem reaktorju 30 minut pri temperaturi 150 °C. Reakcijsko 
zmes redčimo z EtOAc (50 mL) ter spiramo z vodo (2x 10 mL) in nasičeno raztopino NaCl 
(10 mL). Organsko fazo sušimo z brezvodnim Na2SO4, filtriramo in uparimo topilo pod 
znižanim tlakom. Zaostanek raztopimo v ACN (30 mL) in speremo z n-heksanom (2x 10 
mL). Fazi z ACN uparimo topilo pod znižanim tlakom, zaostanek pa čistimo s kolonsko 
kromatografijo (MF: H/EtOAc = 1/1). Izoliramo 99 mg spojine (63-% izkoristek). Spojina 
pri normalnih atmosferskih pogojih razpada, kar potrdimo z analizo 1H-NMR.  
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4.4.2. POSKUS SINTEZE 2-FENIL-5-VINILTIAZOLA (15)  
 
V reaktorju z argonom prepihamo THF (3 mL). Dodamo katalizator 
tetrakis(trifenilfosfin)paladij (10 mg, 0,008 mmol, 0,020 ekv.), izhodno spojino 5 (100 mg, 
0,42 mmol), litijev klorid (21 mg, 0,50 mmol, 1,2 ekv.) in tributilvinilstanan (133 µL, 0,46 
mmol, 1,1 ekv.). Segrevamo z mikrovalovi 45 minut pri temperaturi 150 °C. Reakcijsko 
zmes prenesemo v lij ločnik, redčimo z EtOAc (50 mL), spiramo z destilirano vodo (2x 15 
mL) in nasičeno raztopino NaCl (15 mL). Organsko fazo sušimo z brezvodnim Na2SO4, 
filtriramo in pod znižanim tlakom uparimo topilo. Rumen zaostanek raztopimo v ACN (50 
mL) in spiramo z n-heksanom (2x 20 mL). S TLC (MF: Hex/EtOAc = 6/1) ugotovimo, da 
se produkt nahaja v obeh fazah, zato ju združimo, pod znižanim tlakom uparimo topila, 
zaostanek pa čistimo s kolonsko kromatografijo (MF: Hex/EtOAc = 6/1). Dobimo 24 mg 
končne spojine 15 v obliki tekočine (31-% izkoristek). Spojina je nestabilna pri atmosferskih 
pogojih, kar potrdimo vizualno s spremembe barve in z metodo 1H-NMR.  
 
4.5. SINTEZA 4-BROMOTIAZOLOV 
4.5.1. SINTEZA ETIL 2-AMINO-4-BROMOTIAZOL-5-KARBOKSILATA (17)  
 
V 100 mL bučko natehtamo spojino 16 (1,00 g, 5,8 mmol), jo raztopimo v DKM (50 mL) in 
na ledeni kopeli jo ohladimo na 0 °C. V časovnem intervalu 30 minut postopoma dodajamo 
brom (928 mg, 5,8 mmol, 1,0 ekv.), raztopljen v dikloroetanu (10 mL). Mešamo še nadaljnjih 
60 minut, nato pa uparimo topilo pod znižanim tlakom (m = 1,97 g). 500 mg surovega 
produkta očistimo s kolonsko kromatografijo (Hex/EtOAc = 1/1 + 3‰ Et3N, postopno 
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spreminjamo v EtOAc + 3‰ Et3N). Uporabimo metodo suhega nanosa. Zbranim frakcijam 
uparimo topilo pod znižanim tlakom in dobimo 191 mg belih kristalov spojine 17. 
ETIL 2-AMINO-4-BROMOTIAZOL-5-KARBOKSILAT (17) 
Elementna sestava C6H7BrN2O2S 
Molekulska masa 251,10 g/mol 
Videz bela snov 
Temperatura tališča 106 – 110 °C 
Izkoristek reakcije 38 % (191 mg) 
Retencijski faktor  0,21 (MF: Hex/EtOAc = 1/1 + 3‰ Et3N) 
1H NMR (CDCl3, 400 MHz) 
δ (ppm) = 6,17 (s, 2H, -NH2), 4,35 (dd, J = 7,2 Hz, 
J = 14,2 Hz, 2H, -CH2-), 1,39 (t, J = 7,2 Hz, 3H, -
CH3) 
13C NMR (CDCl3, 400 MHz) 
δ (ppm) = 166,93; 161,24; 139,31; 104,47; 61,64; 
14,49 
IR (ATR) 
ν (cm-1) = 3414, 3062, 1697, 1537, 1310, 1213, 
1026, 1007, 776, 549 
ESI-HRMS 
izračunana vrednost: 250,9479 
izmerjena vrednost: 250,9484 (M+H)+ 
HPLC tR = 8,237 min (99,49 % pri 254 nm, MF 2) 
 
4.5.2. POSKUS SINTEZE ETIL 2-AMINO-4-BROMOTIAZOL-5-KARBOKSILATA (17)  
 
Slika 22:Reakcijska shema 8: a) Br2, C2H2Br2; b) Br2, CH3CN; c)Br2, CH3COOH 
a) Izhodno spojino 16 (100 mg, 0,58 mmol) natehtamo v 25 ml bučko in raztopimo v 
dikloroetanu (5 mL) ter mešamo pri temperaturi 0 °C. Dodajamo brom (30 µL, 0,58 
mmol, 1,0 ekv.), raztopljen v dikloroetanu po kapljicah v časovnem intervalu 30 minut. 
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Reakcijsko zmes mešamo čez noč, naslednji dan pa s pomočjo analiz 1H-NMR in LC-
MS ugotovimo, da nastaja produkt v majhni količini.  
b) Izhodno spojino 16 (50 mg, 0,29 mmol) raztopimo v ACN (5 mL) in mešamo na 
temperaturi 0 °C. V časovnem intervalu 30 minut po kapljicah dodajamo brom (15µL, 
0,29 mmol, 1,0 ekv.), raztopljen v dikloroetanu in mešamo še dodatnih 60 minut. Po 
koncu reakcije uparimo topilo in z analizama LC-MS in 1H-NMR določimo majhno 
količino prisotnega končnega produkta. 
c) Izhodno spojino 16 (50 mg, 0,29 mmol) raztopimo v 5 mL ocetne kisline v 25 mL bučki. 
Na sobni temperaturi mešamo in v časovnem intervalu 30 minut dodajamo brom (15µL, 
0,29 mmol, 1,0 ekv.), raztopljen v dikloroetanu. Mešamo še dodatnih 60 minut, nato 
uparimo topilo pod znižanim tlakom. Vzorcu z analizama 1H-NMR in LC-MS določimo 
majhno količino končnega produkta.  
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1. KOMENTAR SINTEZNIH POSTOPKOV 
5.1.1. UPORABA MIKROVALOV V SINTEZI 
Uporabi mikrovalov v sintezi je zadnja leta posvečeno veliko pozornosti zaradi prednosti, ki 
jih prinaša njihova uporaba v primerjavi z običajnimi postopki segrevanja. Obsevanje z 
mikrovalovi je alternativna oblika segrevanja z majhnim vplivom na okolje (31).  
Želja po optimizaciji sinteze organskih molekul in izboljšani selektivnosti je pripeljala do 
novih metod organske sinteze, ki so tradicionalno segrevanje nadomestile z obsevanjem z 
mikrovalovi. Glavna prednost sinteze z mikrovalovi je bila pomembno skrajšanje časa 
reakcije v primerjavi s tradicionalnimi metodami, poleg tega pa je pri tem učinkovitejša (31).  
Sinteza z mikrovalovi je odvisna od dielektrične konstante topila. Obsevanje polarnih 
molekul s frekvenco 2,45 GHz vodi do nihanja ionov, ta gibanja pa proizvedejo toploto 
zaradi dielektrične polarizacije in prevodnosti. Uporaba metode je dala nove možnosti 
sintezam, ki so doslej veljale za neuspešne, prav tako pa je pripomogla k skrajšanju 
reakcijskih časov in številu korakov. Zaradi možnosti kombiniranja z ostali metodami ima 
pomemben prispevek na področju razvoja zdravil (31).  
V nasprotju s tradicionalnimi metodami, kjer mora toplota preko vsebnika in medija, da 
doseže komponente sinteze in omogoči pretvorbo (konvekcija), neionizirajoče sevanje 
mikrovalov prodre v notranjost medija in ga segreva (radiacija). Zaradi polarnih lastnosti 
substratov se spontano segrevanje komponent reakcijske zmesi zlahka doseže. Topila, 
katalizatorji in polarni reaktanti z visokim dipolnim momentom uspešno absorbirajo 
neionizirajoče mikrovalove, toploto in sevanje, kar bolj učinkovito pospeši hitrost reakcij 
kot ostale metode segrevanja (32).  
Segrevanje z mikrovalovi smo uporabili namesto tradicionalnega segrevanja pri sintezi in 
poskusih sinteze tiazol-5-karbonitrilov, 5-viniltiazolov in večine 5-bromotaizolov.  
Prvotna reakcija za sintezo tiazol-5-karbonitrilnih spojin je predvidevala segrevanje na oljni 
kopeli pri temperaturi 150-250 °C in čas sinteze 16 ur. Eno izmed spojino smo poskusili 
sintetizirati s tradicionalnim segrevanjem pri temperaturi refluksa. Po 48 urah izvajanja 
reakcije je bil izkoristek zanemarljiv. Z uporabo mikrovalov smo čas sinteze skrajšali na 40 
minut, pretvorba spojine pa je uspešno potekla pri temperaturi 180 °C.  
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Pri sintezah spojin 5, 14 in 15 smo uporabili različne paladijeve katalizatorje. Vse sinteze so 
uspešno potekle v razmeroma kratkem časovnem intervalu (največ 90 minut). Ker morajo 
reakcije ob prisotnosti paladijevih katalizatorjev potekati pod argonovo atmosfero v 
odsotnosti vlage, je skrajšan čas, ki ga nudi obsevanje z mikrovalovi, zaželen za 
zagotavljanje ustreznih reakcijskih pogojev.  
5.1.2. REAKCIJA Z MORFOLINOM 
Vezava morfolina na aromatski tiazolni obroč je reakcija N-alkiliranja. Poteče po 
mehanizmu nukleofilne aromatske substitucije (SNAr), ki jo imenujejo tudi adicija s sledečo 
eliminacijo. V prvem koraku sinteze nukleofilni atom dušika na morfolinu napade tiazolni 
obroč, kar vodi v nastanek resonančno stabiliziranega intermediata, ki ga imenujemo 
Meisenheimerjev kompleks. Gre za anionski intermediat, ki se stabilizira z delokalizacijo 
negativnega naboja, ki ga je v obroču ustvaril vezan nukleofil. V drugem koraku mehanizma 
se negativni naboj vrne na ogljikov atom, na katerem sta vezana morfolin in brom ter s 
pomočjo svoje elektronske gostote izrine izstopajočo skupino, ki jo predstavlja bromidni ion. 
S tem dejanjem se obnovi aromatičnost tiazolnega obroča (Slika 23) (33). 
 
 
Slika 23: Predviden mehanizem vezave morfolina 
Iz rezultatov poskusnih reakcij smo sklepali, da je reakcija ravnotežna, zato smo v želji po 
doseganju čim višjega izkoristka uporabili desetkratni prebitek morfolina. Po končani sintezi 
smo spojino izolirali z ekstrakcijo in očistili s kolonsko kromatografijo. Izkoristek celotnega 
postopka je 63 %. Možna stranska produkta, ki bi lahko nastala pri reakciji sta bisubstituirana 
spojina in spojina, ki ima morfolin vezan na mestu 5. Njuno morebitno prisotnost smo 
preverili z analizama TLC in 1H-NMR ter ugotovili, da se v reakcijski zmesi ne nahajata.  
Za optimizacijo sinteze spojine 3 smo izvedli več poskusnih reakcij. V prvi reakciji smo kot 
topilo uporabili etanol, reakcijski zmesi pa smo dodali tudi bazo Et3N. Potek reakcije smo 
spremljali s TLC, sinteza pa ni potekla tudi po tem, ko smo dodali prebitek morfolina. V 
naslednji reakciji smo kot topilo uporabili THF in reakcijo izvajali v odsotnosti baze. Želeli 
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smo preučiti, pri kakšni temperaturi se začne pretvorba. Reakcijsko zmes smo zaporedoma 
izpostavljali vedno višjim temperaturam in potek spremljali s TLC. Pri temperaturi 110 °C 
se je v reakcijski zmesi pojavila oborina, nastanek produkta pa smo potrdili tudi analitsko z 
metodama TLC in 1H-NMR. Čas sinteze smo določili ob spremljanju poteka reakcije.  
5.1.3. REAKCIJA Z DIMETILAMINOM  
Podobno kot uvedba morfolina na obroč, je tudi uvedba dimetilaminske skupine na 
aromatski obroč reakcija N-alkiliranja. Dimetilamin je v obliki kloridne soli, zato v 
reakcijsko zmes dodamo bazo, ki spojino deprotonira in dobimo spojino v neionizirani 
obliki. S tem izboljšamo nukleofilnost nevezanega elektronskega para na dušiku, ki napade 
ogljik aromatskega obroča, kjer je vezan brom. Nastane anionski intermediat, ko sta na C 
atom vezani obe skupini, presežen negativni naboj pa se nahaja v obroču. V zadnjem koraku 
elektronska gostota negativnega naboja izrine brom iz obroča, obnovi se aromatičnost 
obroča in dobimo končni produkt. Predviden mehanizem sinteze je nukleofilna aromatska 
substitucija (Slika 24) (33). 
 
Slika 24: Previden mehanizem vezave dimetilamina 
Pred uspešno sintezo smo izvedli več poskusnih reakcij. Pri prvi smo uporabili bazo Et3N in 
reagente raztopili v THF. Reakcija ni potekla, kljub temu da smo reakcijsko zmes segrevali 
z uporabo mikrovalov. V drugem poskusu smo kot bazo za deprotonacijo dimetilamonijeve 
soli uporabili cezijev karbonat; reakcija ni uspela. V tretjem poskusu smo uporabili topilo 
dioksan in uporabili bazo kalijev karbonat. Reakcijsko zmes smo segrevali na oljni kopeli. 
Reakcija je potekla, izkoristek sinteze je nizek. Ko kot topilo uporabimo etanol namesto 
dioksana, se izkoristek izboljša.  
Ko smo spojino prvič uspešno sintetizirali in očistili, smo jo shranjevali pri atmosferskih 
pogojih. Tekom enega tedna se je spojina vizualno spremenila iz brezbarvne tekočine v črno 
smolo. Ko smo opravili analizo 1H-NMR smo ugotovili, da je spojina nestabilna. 
Nestabilnost je posledica več procesov, katerim je spojina lahko podlegla glede na svojo 
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strukturo. Najverjetnejši možni procesi so hidroliza, oksidacija ali polimerizacija. Ob 
ponovni sintezi smo jo shranjevali na hladnem, zaščiteno pred svetlobo in pod argonsko 
atmosfero. Spojina je pri teh pogojih shranjevanja stabilna.  
5.1.4. SUZUKIJEVO PRIPAJANJE (5) 
Suzukijevo pripajanje (imenovano tudi Suzuki-Miyaura pripajanje) je reakcija tvorjenja C-
C vezi med arilhalogenidom in derivatom boronske kisline v prisotnosti katalizatorja, ki je 
največkrat kompleks s paladijem(0) ali nikljem(0). Prednosti te reakcije so blagi reakcijski 
pogoji, komercialno dostopni in stabilni reagenti boronske kisline ter enostavnost 
odstranjevanja borovih stranskih spojin iz reakcijske zmesi, zaradi česar je to ena 
najučinkovitejših in najpogosteje uporabljenih metod za sintezo bicikličnih spojin (34). 
Prvi korak katalitičnega kroga Suzukijevega pripajanja je oksidativna adicija elektrofilnega 
arilhalida, v našem primeru 2,5-dibromotiazola (2) na Pd(0) katalizator do tvorbe 
intermediata arilpaladijevega(II) halogenida (Slika 25). Kot katalizator je bil uporabljen 
paladijev acetat (Pd(OAc)2). Naslednji del reakcije je transmetalacija fenilboronske kisline, 
ki jo pospeši prisotnost baze. Najpogosteje uporabljeni sta K2CO3 in K3PO4. Baza olajša 
počasno metalacijo fenilboronske kisline tako, da jo aktivira. Alternativna vloga baze je 
lahko tudi v tem, da kot negativno nabita zamenja bromid v paladijevem(II) intermediatu in 
tako pospeši intramolekularno transmetalcijo. V zadnjem koraku se z reduktivno eliminacijo 
tvori biarilna spojina 2-fenil-5-bromotiazol (5) in regeneriran katalizator. Uporabljen ligand 
vpliva na učinkovitost in selektivnost reakcije, najpogosteje uporabljeni so različni fosfini. 
V reakciji je bil uporabljen difenilfosfinski ligand Xantphos (34). 
V reakcijsko zmes smo dodali paladijev acetat Pd(II)(OAc)2, ki se mora pred vstopom v 
katalitski krog reducirati v Pd(0), zato sta katalizator in ligand dodana v reakcijsko zmes 
pred preostalimi reagenti. Uporabili smo fosfinski ligand Xantphos (4,5-bis(difenilfosfino)-
9,9-dimetilksanten), ki v prisotnosti baze K3PO4 reducira paladijev acetat. Za redukcijo bi 
lahko uporabili tudi fenilboronsko kislino, a se s tem zmanjša njena razpoložljivost za 
nadaljnjo reakcijo (35). Izvedli smo več poskusnih reakcij, kjer smo uporabili različne 
paladijeve katalizatorje. Poleg paladijevega acetata smo reakcijo želeli pospešiti še z 
uporabo tris(dibenzilidenaceton)paladija(0) in bis(trifenilfosfin)paladijevega(II) klorida. Pri 
obeh reakcija poteče z nizkim izkoristkom. 
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Fenilboronska kislina je bila k reakcijski zmesi dodana v prebitku, da bi zagotovili višje 
izkoristke in ker lahko med reakcijo poteče hidroliza. S tem razlogom smo jo shranjevali na 
hladnem.  
Za sintezo spojine 5 smo uporabili bazo K3PO4 v prebitku, reakcijo smo izvajali v argonovi 
atmosferi. Za boljši izkoristek reakcije smo začetnim 3 % ekvivalentom katalizatorja in 
liganda dodali še 1,5 % ekvivalenta obeh. Reakcijo smo izvajali v mikrovalovnem reaktorju 
pri temperaturi 120 °C in jo iz predvidenega časa 15 minut podaljšali na 90 minut. Produkt 
smo izolirali z ekstrakcijo, kjer se sintetizirana spojina nahaja v organski fazi in očistili s 
kolonsko kromatografijo. 
 
Slika 25: Katalitski cikel Suzukijevega pripajanja, povzeto po (34). 
 
5.1.5. PRIPAJANJE 2-AMINOPIRIDINA 
Sinteza produkta 6 poteka v dveh delih. V prvem delu aktiviramo 2-aminopiridin. To storimo 
tako, da ga deprotoniramo z uporabo natrijevega hidrida (NaH). NaH je močna baza, ki se 
uporablja za deprotonacijo različnih funkcionalnih skupin in tako povečuje njihovo 
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nukleofilnost. Hidridni ion ima visoko elektronsko gostoto in deprotonira skupini NH2. S 
tem dobimo spojino z negativnim nabojem, ki bo v naslednjem koraku predstavljala 
nukleofil (Slika 26) (36).  
 
Slika 26: Deprotonacija aminske skupine 
Drugi del sinteze je predstavljala reakcija adicije s sledečo eliminacijo, kjer deprotoniran 2-
aminopiridin kot nukleofil napade C atom v tiazolnem obroču, kjer je vezan brom na mestu 
2. Ustvari se anionski intermediat, kjer je delokaliziran negativni naboj. Ko brom na 
tetraedričnem ogljikovem atomu zapusti tiazolni obroč, se obnovi aromatičnost sistema 
(Slika 27).  
 
Slika 27: Mehanizem vezave 2-aminopiridina. 
 
5.1.6. ROSENMUND-VON BRAUNOVA SINTEZA  
Rosenmund-von Braunova sinteza je reakcija cianacije, ki vodi v nastanek arilnih nitrilov s 
spajanjem bakrovega cianida in arilnih halidov. Reakcijo se običajno izvaja v polarnih 
topilih, kot sta DMF in piridin. Reakcijo izvajamo pri visokih temperaturah, 150-250 °C s 
prebitkom CuCN. Dokazali so, da 1 ekvivalent CuCN lahko zagotovi le 50-% izkoristek, 
zato reakcijo vedno izvajamo z 2 ekvivalentoma (37). Reakcija poteče v dveh delih. V prvem 
se z adicijo bakrov cianid veže na bromidni ogljikov atom, v drugem delu pa se eliminira 
bakrov bromid (Slika 28).  
 
Slika 28: Mehanizem Rosenmund-von Braunove sinteze 
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S to reakcijo smo sintetizirali spojine 10, 11 in 12. Pri vseh smo uporabili 2 ekvivalenta 
bakrovega cianida, kot topilo pa smo uporabili DMF.  
Največji izkoristek ima sinteza spojine 12 (86 %), sledi ji spojina 11 (60 %), najmanjši 
izkoristek med karbonitrili pa je dosegla spojina 10 (47 %). Vse reakcije smo izvajali pod 
enakimi pogoji, segrevali smo jih z uporabo mikrovalov pri temperaturi 180 °C 40 minut. 
Boljše izkoristke bi glede na podatke iz literature lahko dosegli s podaljšanjem časa reakcije 
ali s povišanjem temperature. Na slabši izkoristek vpliva tudi proces izolacije produkta. 
DMF je namreč organsko topilo z visoko temperaturo tališča, ki se ga iz reakcijske zmesi 
težko odstrani tudi pod znižanim tlakom.  
5.1.7. BROMIRANJE 
Reakcija bromiranja tiazolnega obroča je elektrofilna aromatska substitucija. Reakcija se 
začne tako, da elektronsko bogata dvojna vez tiazolnega obroča napade elektrofilen brom, 
ki se veže na obroč. Nastane kationski intermediat, ki je v primerjavi z izhodno spojino in 
končnim produktom nestabilen. Nekoliko se lahko stabilizira z delokalizacijo protona. 
Kationski intermediat ni aromatičen, ker je ogljikov atom v tetraedrični obliki. Ko proton 
zapusti kation, se obnovi njegova aromatičnost (Slika 29) (33, 36). 
 
Slika 29: Mehanizem bromiranja tiazolnega obroča. 
Izvedli smo več poskusnih reakcij, s katerimi smo želeli ovrednotiti različna topila. Izhodno 
spojino smo raztopili v štirih različnih topilih: dikloroetan, ocetna kislina, DKM in ACN. 
Vse štiri reakcije smo izvedli po enakem postopku, na koncu pa primerjali njihovo uspešnost 
z metodama 1H-NMR in LC-MS. Najvišji delež sinteze smo dosegli pri diklorometanu, v 
katerem smo nato tudi raztopili izhodno spojino za sintezo.  
5.1.8. STILLEJEVO PRIPAJANJE 
Spajanje aromatskih elektrofilov z organostanani imenujemo Stillejevo pripajanje, njen 
mehanizem pa je podoben preostalim reakcijam pripajanja, ki jih katalizirajo paladijevi 
kompleksi. S to reakcijo smo želeli na aromatski obroč uvesti vinilno skupino. Reakcija je 
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sestavljena iz treh glavnih korakov: oksidativna adicija, transmetalacija in reduktivna 
eliminacija (Slika 30) (38).  
 
Slika 30: Mehanizem Stilleovega pripajanja, povzeto po (37) 
S prvim korakom se organski elektrofil aktivira z oksidativno adicijo na paladij(0). Organski 
elektrofil v naši sintezi predstavlja aromatski bromid, vir paladija pa je katalizator 
tetrakis(trifenilfosfin)paladij(0). Vloga LiCl v reakcijskem sistemu še ni v celoti pojasnjena, 
domneva pa se, da kloridni ioni pripomorejo k hitrejšemu nastajanju paladijevega(II) 
kompleksa, ki brez prisotnosti kloridnih ionov poteka počasneje. Spojine tributilstanana 
lahko uporabljamo za pripajanje skupin, kot so arili, vinili in alili. SnBu3 spojine so 
enostavno dostopne, stabilne na zraku in vlagi ter omogočajo enostavno vpeljavo različnih 
skupin, zato je uporaba Stillejeve reakcije priljubljena v organski sintezi, njeno razširjenost 
v farmacevtski industriji pa omejuje toksičnost tributilstananskih analogov. V procesu 
transmetalacije pride do substitucije liganda na paladijevem(II) kompleksu. V našem 
primeru se bromid izmenja z vinilno skupino, pri tem pa nastane tributil kositrov bromid. 
Zaključek katalitskega kroga predstavlja reduktivna eliminacija, ko iz paladijevega(II) 
kompleksa pridobimo sintetiziran produkt in obnovljen Pd(0), ki je na voljo za nadaljnji 
potek reakcije (39).  
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Da smo zagotovili brezvodne pogoje, smo reakcijo izvajali pod argonovo atmosfero. 
Sintetizirali in očistili smo 2 spojini, 14 (63-% izkoristek) in 15 (31-% izkoristek). Spojini 
smo izolirali z dvostopenjsko ekstrakcijo, najprej smo reakcijsko zmes, raztopljeno v EtOAc 
spirali z vodo, pod znižanim tlakom uparili topilo, nato pa smo zaostanek raztopili v ACN 
in spirali z n-heksanom. Tako smo se uspešno znebili glavnega stranskega produkta, 
Bu3SnBr.  
Nastali spojini sta zelo slabo stabilni in že čez noč razpadeta pri atmosferskih pogojih, kar 
dokažemo tudi z analizo 1H-NMR. Analiza spojin zato ni mogoča, prav tako pa opustimo 
sintezo njunih analogov. Domnevamo, da je vir nestabilnosti reaktivna vinilna skupina, ki 
smo jo uvedli na aromatski obroč.  
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5.2. REZULTATI IN KOMENTAR BIOKEMIJSKEGA TESTIRANJA 
V Tabeli II in Tabeli III so predstavljeni rezultati biokemijskega testiranja na izbranih 
encimih. Rezultati so podani v obliki rezidualne aktivnosti (RA), ki je opredeljena kot 
razmerje med aktivnostjo encima v prisotnosti testirane spojine in aktivnostjo encima brez 
prisotne testirane spojine. Spojinam, ki so dosegle RA, manjšo od 50 %, smo določili še 
IC50, ki predstavlja koncentracijo, pri kateri je dosežena 50 % RA in jo določimo z 
merjenjem RA vzorca pri sedmih različnih koncentracijah testirane spojine.  
5.2.1. TESTIRANJE NA ENCIMU MurA 
Tabela II: Rezultati biokemijskega testiranja na ligazi MurA 
Oznaka spojine Strukturna formula 
MurA E. Coli 
RA [%] pri 500 µM, 
IC50 [μM] 
a 
 
24 % 
77 μM 
b 
 
21 % 
137 μM 
3 
 
89 % 
4 
 
95 % 
5 
 
87 % 
6 
 
23 % 
138 μM 
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10 
 
94 % 
11 
 
76 % 
12 
 
59 % 
17 
 
98 % 
 
V Tabeli II so predstavljeni rezultati biokemijskega testiranja na ligazi MurA, pridobljeni iz 
bakterije E. Coli. RA spojin smo testirali pri koncentraciji 500 μM. Aktivnost spojin 3, 4, 5 
in 6 smo ovrednotili glede na spojino a (IC50 = 77 μM), ki je predhodnih testiranjih izkazala 
zaviralno delovanje na encim ligaza MurA. Spojino a smo modificirali s pripenjanjem 
različnih skupin na mesto 2 v tiazolnem obroču. Spojine 3, 4 in 5 so zanemarljivo zavirale 
encim (RA = 87-95 %). Spojini 3 in 4 imata na mestu 2 v obroču prek dušika vezana različna 
alifatska amina. Vezava alifatskih aminov na tiazolni obroč na mestu 2 zmanjša zaviralno 
aktivnost spojine. Najboljši rezultat je dosegla spojina 6 (IC50 = 138 μM), ki ima primerljivo 
zaviralno delovanje kot spojina a. Piridin kot aromatska skupina na zaviranje vpliva bolj 
uspešno kot fenilna skupina pri spojini 5, ki prav tako predstavlja aromatsko skupino. Razlog 
za boljšo aktivnost lahko pripišemo aminskemu vmesniku med aromatskima obročema 
spojine 6.  
Spojina b (IC50 = 137 μM) nam je omogočila ovrednotenje zaviralne aktivnosti spojin 10, 
11 in 12. Vse tri spojine zavirajo encim slabše kot spojina vodnica, ki je bila ovrednotena v 
predhodno izvedenih testiranjih. Največje zaviranje je dosegla spojina 12, ki ima vezano 
fenilno skupino (RA = 59 %), sledi ji spojina 11 z vezanim dimetilaminom (RA = 76 %), 
najslabše delovanje med tiazol-5-karbonitrili pa ima spojina 10 z vezanim morfolinom (RA 
= 94 %). 
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Primerjava vpliva substituenta na mestu 5 na zaviralno delovanje kaže na to, da zamenjava 
broma s karbonitrilom ne vpliva bistveno na aktivnost spojine. V primeru tiazolov z 
dimetilanimsko (spojini 4 in 11) in fenilno skupino (spojini 6 in 12) boljše delovanje izkazuje 
spojina z vezanim karbonitrilom, v primeru morfolinske skupine (spojini 3 in 10) pa spojina 
z vezanim bromom. 
Spojina 17 kot predstavnica trisubstituiranih spojin ni bila uspešna pri zaviranju encima (RA 
= 98 %). Za doseg pozitivnih rezultatov bodo potrebne še nadaljnje optimizacije spojine.  
 
5.2.2. TESTIRANJE NA ENCIMIH MAO 
Tabela III: Rezultati biokemijskega testiranja na encima MAO-A in MAO-B 
Oznaka spojine Strukturna formula 
hMAO-A 
RA [%] pri 500 µM, 
IC50 [μM] 
hMAO-B 
RA [%] pri 500 µM, 
IC50 [μM] 
3 
 
88 % 
42 % 
286,7 μM 
4 
 
100 % 76 % 
5 
 
100 % 
34 % 
36,4 μM 
6 
 
81 % 
28 % 
288,7 μM 
10 
 
65 % 
42 % 
397,3 μM 
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11 
 
26 % 
55,5 μM 
27 % 
216,7 μM 
12 
 
68 % 
29 % 
52 μM 
17 
 
100 % 76 % 
 
V Tabeli III so predstavljeni rezultati biokemijskega testiranja na izoformah MAO-A in 
MAO-B. RA spojin smo testirali pri koncentraciji 500 μM. Spojine 3, 4, 5 in 6 spadajo med 
5-bromotiazole, ki imajo na mestu 2 vezane različne skupine. Vse štiri spojine slabo zavirajo 
izoformo MAO-A (RA = 81-100 %). Uspešnejše so pri zaviranju izooblike MAO-B. 
Najmočnejše delovanje kaže spojina 5 (IC50 = 36,4 μM), ki ima na mestu 2 vezano fenilno 
skupino. Sledita ji spojina 3 (IC50 = 286,7 μM) z vezanim morfolinom in spojina 6 (IC50 = 
288,7 μM) z vezanim 2-aminopiridinom. Najšibkejše delovanje med 5-bromotiazoli ima 
spojina 4 (RA = 76 %). S pomočjo rezultatov lahko predpostavimo, da uspešnost zaviranja 
encima MAO-B izboljša prisotnost dodatnega obroča. Zaviranje je najboljše, če je aromatski 
obroč s tiazolom povezan direktno, kot v primeru spojine 5. Iz primerjave rezultatov 
zaviranja obeh izoform lahko sklepamo, da so spojine selektivni zaviralci MAO-B.  
Sintetizirali smo tri različne tiazol-5-karbonitrile. Izoobliko MAO-A najuspešnejše zavira 
spojina 11 (IC50 = 55,5 μM), z nekoliko slabšo aktivnostjo ji sledita spojini 10 (RA = 65 %) 
in 12 (RA = 68 %). Pri zaviralnem delovanju na MAO-A je uspešnejša skupina dimetilamin 
pred morfolinom in fenilom, ki sta večji skupini. Spojina 12 je najuspešnejša med tiazol-5-
karbonitrili pri zaviranju MAO-B (IC50 = 52 μM), nekoliko šibkejše delovanje ima spojina 
11 (IC50 = 216,7 μM), sledi jima spojina 10 (IC50 = 397,3 μM). Vsi trije tiazol-5-karbonitrili 
delujejo zaviralno na obe obliki encima MAO in so tako neselektivni zaviralci. Po 
učinkovitosti kot neselektivni zaviralec najbolj izstopa spojina 11 (IC50 = 55,5 μM pri MAO-
A in IC50 = 216,7 μM pri MAO-B).  
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Ko primerjamo vpliv substituenta na mestu 5, ugotovimo, da je zaviranje tako MAO-A kot 
tudi MAO-B približno enako uspešno, ne glede na to ali je substituent brom ali karbonitril.  
Spojina 17 je primerna za selektivno zaviranje MAO-B in bi z nadaljnjo optimizacijo lahko 
dosegla še boljše zaviralno delovanje.  
Vse spojine z RA manj kot 50 % so encim zavirale reverzibilno, IC50 se s časom inkubacije 
ni spreminjal.  
Pri pregledu rezultatov lahko opazimo, da so sintetizirane spojine boljši zaviralci MAO kot 
MurA. Razlog za to selektivnost so razlike v lastnostih aktivnih mest obeh encimov. Aktivno 
mesto encima MurA sestavljajo AK z bazičnimi stranskimi verigami, naravni substrat za 
encim pa je kisel PEP. Aktivno mesto encima MAO obdajajo AK z nevtralnimi stranskimi 
verigami, njegovi substrati pa so monoamini. Sintetizirani analogi tiazolnih spojin imajo na 
obroč večinoma vezane bazične ali nevtralne stranske skupine, kar jim omogoča boljšo 
vezavo v aktivno mesto MAO. Vezavo spojin v aktivno mesto encima ligaza MurA bi 
izboljšali z uvedbo kislih skupin na tiazolni obroč.  
Glede na rezultate predhodnega testiranja dveh tiazolnih spojin, ki smo jih uporabili kot 
spojini zadetka, lahko sklepamo, da tiazoli predstavljajo potencial pri razvoju zaviralcev 
ligaze MurA in MAO, kar smo potrdili tudi s tem magistrskim delom. S sintetiziranimi 
spojinami smo ovrednotili vpliv substituentov, vezanih na tiazolni obroč, na zaviranje 
izbranih encimov. Zaviralno aktivnost bi lahko dodatno ocenili z metodo molekulskega 
sidranja v vezavno mesto in z raziskovanjem specifičnosti interakcij spojin. Ravno 
nespecifične interakcije so najpogostejši razlog za zaustavitev razvoja, saj spojine poleg 
gradnje peptidoglikana, zavirajo tudi sintezo nekaterih drugih bioloških molekul, kot so 
DNA, RNA in proteini.  
Za nadaljnje poskuse optimizacije tiazolov s potencialnim zaviralnim delovanjem na ligaze 
MurA in MAO predlagamo ovrednotenje vpliva večje skupine substituentov in vpliv 
vezavnega mesta substituentov na tiazolnem obroču. Prav tako bi bilo smiselno izboljšanje 
reakcijskih postopkov za spojine z nizkim izkoristkom ali spojine, ki jih tekom dela nismo 
uspeli sintetizirati.  
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6. SKLEP 
V okviru magistrske naloge smo uspešno sintetizirali osem tiazolnih spojin, ki smo jih 
testirali na encim ligaza MurA ter MAO-A in MAO-B. Vsem trem encimom je skupno to, 
da imajo cistein v aktivnem mestu, s katerim lahko reagirajo potencialni zaviralci. Spojine 
smo načrtovali s pomočjo dveh spojin vodnic, ki sta pokazali uspešno zaviranje encima 
ligaza MurA pri rešetanju knjižnice kovalentnih fragmentov.  
V prvem delu smo brom, vezan na mestu 2 v tiazolnem obroču spojine 2 uspešno nadomestili 
z morfolinom, dimetilaminom, fenilom in 2-aminopiridinom. V drugem delu smo poskušali 
spojinam iz prvega koraka brom na mestu 5 nadomestiti z karbonitrilno in vinilno skupino. 
Uspešno smo sintetizirali tri tiazol-5-karbonitrile. Sintetizirali smo tudi trisubstituiran analog 
tiazola. Za sintezo smo uporabili različne reakcijske postopke, ki smo jih optimizirali, da 
smo dosegli čim večje izkoristke sinteze. Pri večini reakcij smo se poslužili uporabe 
mikrovalov, ki vplivajo na boljšo pretvorbo in skrajšanje reakcijskih časov sintez.  
Zaviralno delovanje uspešno sintetiziranih spojin smo biokemijsko ovrednotili na encimih 
ligaza MurA bakterije E. Coli ter humanih MAO-A in MAO-B. Vsem spojinam je bila 
določena vrednost RA (%), najučinkovitejšim pa smo določili še IC50 (μM). Pri zaviranju 
ligaze MurA je najuspešnejša spojina 6 (IC50 = 138 μM). Dobre rezultate kažeta še spojini 
11 (RA = 76 %) in 12 (RA = 59 %). Pri zaviranju izoforme MAO-A se je najbolj izkazala 
spojina 11 (IC50 = 55,5 μM), preostale spojine pa kažejo slabšo inhibicijo. Spojina 5 z IC50 
= 138 μM in spojina 12 z IC50 = 52 μM sta se izkazali kot najbolj uspešni pri zaviranju MAO-
B, dobro inhibitorno delovanje pa poleg njiju izkazujejo še spojine 3, 6, 10 in 11 (IC = 216,7-
397,3 μM) 
Med delom smo preučili vpliv različnih substituentov na zaviranje treh encimov, ki 
vsebujejo cistein v aktivnem mestu. Z nadaljnjimi kemijskimi optimizacijami bi analogi 
tiazola lahko dosegali zaviralno delovanje že v nižjih koncentracijah spojin, prav tako pa 
trisubstituirani tiazoli predstavljajo še neraziskano področje. Ker je mehanizem delovanja 
ligaze MurA dobro raziskan, v klinični uporabi pa je trenutno le ena učinkovina, ki jo zavira, 
bo imelo iskanje inhibitorjev pomembno vlogo tudi v prihodnosti. MAO je terapevtska tarča 
različnih bolezni, razvoj učinkovin pa bo še vedno stremel k novim spojinam, ki bodo 
izboljšale varnost in učinkovitost zdravljenja. Spojine, sintetizirane v okviru magistrske 
naloge, lahko predstavljajo osnovo za nadaljevanje razvoja na obeh področjih.   
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